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1C h a p te r  1  
INTRODUCTION
21 . 1 .  SEROTONIN IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
1 . 1 . 1 .  H i s t o r i c a l  i n t r o d u c t i o n
I n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  n i n e t e e t h  c e n t u r y ,  a  v a s o c o n s t r i c t o r  
s u b s t a n c e  w a s  d i s c o v e r e d  i n  s e ru m .  The n a t u r e  o f  t h i s  s u b s t a n c e  w a s  
t o  r e m a i n  unknow n f o r  n e a r l y  a  c e n t u r y .  I n  193 2 B a y l i s s  a n d  O gden 
f o u n d  t h a t  " v a s o t o n i n s "  c o u l d  b e  r e m o v e d  f r o m  s e ru m  by  p e r f u s i o n  
t h r o u g h  l u n g s .
A n o th e r  l i n e  o f  i n v e s t i g a t i o n  w a s  c o n c e r n e d  w i t h  i n t e s t i n a l  
c o n t r a c t i l e  a c t i o n  o f  t h e s e  s u b s t a n c e s .  I n  1933 V i a l l e  a n d  E r s p a m e r  
g a v e  t h e  name " e n t e r a m i n e "  t o  a  v a s o c o n s t r i c t o r  s u b s t a n c e  o r  s u b s t a n c e s  
c o n t a i n e d  i n  t h e  e x t r a c t  o f  g a s t r i c  m u c o sa .  I t  w a s  b e l i e v e d  t o  
o r i g i n a t e  i n  t h e  " e n t e r o c h r o m a f  f  in "  c e l l s  o f  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t .  
They a l s o  d e m o n s t r a t e d  i t s  e x i s t e n c e  i n  a  n u m b er  o f  m a m m a l ia n  
t i s s u e s .  I t s  c h e m i c a l  n a t u r e ,  h o w e v e r ,  w as  u n c e r t a i n  n o r  w a s  i t  
i s o l a t e d .
I t  w a s  n o t  u n t i l  t h e  l a t e  1 9 4 0 s  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  v a s o c o n s t r i c t o r  
s u b s t a n c e  w a s  I s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  by P age  a n d  h i s  c o l l e a g u e s .  
T hey  nam ed i t  " s e r o t o n i n " .  I t  p ro v e d  t o  be 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e  
(5HT), w h ic h  w a s  s o o n  s y n t h e s i s e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d .  S h o r t l y  
a f t e r w a r d s  " e n t e r a m i n e "  a n d  s e r o t o n i n  w e r e  show n  t o  be I d e n t i c a l .
T hus by t h e  t i m e  s e r o t o n i n  w a s  i d e n t i f i e d  i t  w a s  known t o  be  a  n o r m a l  
c o n s t i t u e n t  o f  s e v e r a l  m am m alian  t i s s u e s .
1 . 1 . 2 .  O c c u r r e n c e  o f  5HT
The o c c u r r e n c e  o f  s e r o t o n i n  i s  n o t  u n iq u e  t o  m am m als .  I t  i s  
w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  b o t h  p l a n t  a n d  a n i m a l  k in g d o m s .  I t  o c c u r s  i n  
c o e l e n t e r a t e s ,  a n t h r o p o d s ,  m o l l u s c s ,  t u n i c a t e s  a n d  a l l  v e r t e b r a t e  
c l a s s e s .  I t  i s  a l s o  f o u n d  i n  s u c h  f r u i t s  a s  b a n a n a s ,  p i n e a p p l e s ,
3p l u n s ,  n u t s  a n d  I n  v a r i o u s  v en o m s .
1 . 1 . 3 .  D i s t r i b u t i o n  o f  5HT i n  n a m n a lia n  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
T h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  c o n t a i n s  o n l y  a b o u t  one  p e r c e n t  o f  
t h e  t o t a l  s e r o t o n i n  i n  t h e  body . I t  i s  u n e v e n ly  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  
b r a i n .  T he h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  f o u n d  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  
m l d b r a i n  a n d  b r a i n s t e m ,  f o l l o w e d  by c e r e b r a l  c o r t e x ,  h ip p o c a m p u s  
a n d  s t r i a t u m .  C e re b e l lu m  h a s  t h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n .
The d e t a i l s  o f  t h e  r e g i o n a l  d i s t r i b u t i o n  e m e rg e d  o n l y  a f t e r  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  h i s t o c h e m i c a l  f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e s  o f  F a l c k  a n d  h i s  
c o l l e a g u e s  (1 9 6 2 ,  q u o t e d  b y  G re e n  a n d  G ra h a m -S m ith ,  1975).  I n  t h i s  
m e th o d ,  s e r o t o n i n  i s  c o n v e r t e d  i n t o  a  f l u o r o p h o r e  by e x p o s u r e  t o  
f o r m a l d e h y d e .  S e r o t o n i n  c o n t a i n i n g  n e u r o n s  c a n  t h e n  b e  v i s u a l i z e d  
d i r e c t l y .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e  f o r  5HT i s  n o t  
a s  s e n s i t i v e  a s  t h a t  f o r  c a t e c h o l a m i n e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
f l u o r e s c e n c e  i s  v e r y  s e n s i t i v e  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  an d  f a d e s  w i t h i n  
s e c o n d s ,  e s p e c i a l l y  i n  s m a l l  t e r m i n a l s .  H ow ever ,  i t  h a s  p r o v e d  
u s e f u l  e s p e c i a l l y  w hen  c o m b in e d  w i t h  p h a r m a c o l o g i c a l  m a n i p u l a t i o n  f o r  
e x a m p le ,  p r e - t r e a t m e n t  w i t h  MAO i n h i b i t o r s  a n d  a  l a r g e  d o s e  o f  
t r y p t o p h a n  t o  i n c r e a s e  5HT l e v e l s .
N ew er t e c h n i q u e s  m o re  s u i t a b l e  f o r  m a p p in g  d i s c r e t e  p r o j e c t i o n s  
h a v e  r e c e n t l y  b e e n  d e v e lo p e d .  T h e s e  i n c l u d e :  im m u n o c y to c h e m ic a l  
l o c a l i z a t i o n  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  an d  5HT; o r t h o g r a d e  a x o p l a s m i c  
t r a n s p o r t  o f  r a d i o - l a b e l l e d  am in o  a c i d s  m i c r o i n j e c t e d  i n t o  c e l l s  
i d e n t i f i e d  a s  c o n t a i n i n g  5HT by f l u o r e s e n c e  h i s t o c h e m i s t r y ?  
r e t r o g r a d e  t r a n s p o r t  o f  h o r s e - r a d i s h  p e r o x i d a s e  a n d  a u t o r a d i o g r a p h i c  
l o c a l i z a t i o n  o f  t r i t i a t e d  s e r o t o n i n .  T h ese  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d
4e x t e n s i v e l y  t o  m ap s e r o t o n e r g i c  a n d  o t h e r  n e u r o t r a n s m i t t e r  p a t h w a y s  
i n  t h e  b r a i n .
M ost o f  t h e  s e r o t o n i n  i n  t h e  b r a i n  i s  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  n e u r o n s  
m a i n l y  c o n c e n t r a t e d  i n  r a p h e  n u c l e i  l o c a t e d  i n  t h e  b r a i n s t e m  a n d  
m e s e n c e p h a l o n .  From h e r e  d e s c e n d i n g  a n d  a s c e n d i n g  a x o n s  p r o j e c t  t o  
p r o v i d e  5HT c o n t a i n i n g  n e r v e  e n d i n g s  i n  o t h e r  a r e a s  o f  t h e  b r a i n  a n d  
t h e  s p i n a l  c o r d .  F o r  e x a m p le ,  t h e  m o re  r o s t r a l l y  p l a c e d  n e u r o n s  o f  
t h e  r a p h a e  n u c l e i  i n n e r v a t e  t e l e n c e p h a l o n  a n d  d i e n c e p h a l o n ,  w h i l e  t h e  
c a u d a l l y  p l a c e d  c e l l s  s e n d  p r o c e s s e s s  t o  t h e  m e d u l l a  and  t h e  s p i n a l  
c o r d .  N e u ro n s  i n  t h e  m e d i a n  r a p h a e  n u c l e u s  p r o j e c t  t o  l i m b i c  
s t r u c t u r e s ;  n e u r o n s  i n  t h e  d o r s a l  r a p h a e  p r o j e c t  p r i m a r i l y  t o  t h e  
n e o s t r i a t u m ,  c e r e b r a l  c o r t e x ,  t h a l a m u s  a n d  t h e  c e r e b e l l u m .  T h e s e  a n d  
o t h e r  p a t h w a y s  a n d  how t h e y  w e r e  i d e n t i f i e d  a r e  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  
b y  D a l s t r o m  e t  a L ,  ( 1 9 7 3 ) .
T h e r e  i s  e v i d e n c e ,  h o w e v e r ,  t h a t  n o t  a l l  s e r o t o n i n  i n  t h e  b r a i n  
i s  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  r a p h e  n u c l e i .  F o r  e x a m p le ,  c o m p l e t e  a b l a t i o n  
o f  t h e  m e d i a l  b a s a l  h y p o t h a l a m u s  d e p l e t e s  o n l y  a b o u t  70% o f  i t s  
s e r o t o n i n  ( B r o w n s t e i n  e t  a l . ,  197 6 ) .  The r e s t  i s  p r e s u m a b ly  
s y n t h e s i z e d  l o c a l l y .
1 . 1 . 4 .  B i o s y n t h e s i s  an d  m e ta b o lis m  o f  s e r o t o n i n
B r a i n  c e l l s  m u s t  s y n t h e s i z e  t h e i r  own 5HT b e c a u s e  i t  c a n n o t  
c r o s s  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  f ro m  t h e  p e r i p h e r a l  c i r c u l a t i o n .  I t  i s  
s y n t h e s i z e d  f r o m  t r y p t o p h a n ,  a n  e s s e n t i a l  a m in o  a c i d  o b t a i n e d  
p r i m a r i l y  fro m  t h e  d i e t .
The f i r s t  s t e p  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  5HT i n v o l v e  t h e  u p t a k e  o f  
t r y p t o p h a n  i n t o  t h e  n e u r o n s .  The u p t a k e  i s  a n  a c t i v e  p r o c e s s  a n d  i s  
o p e n  t o  c o m p e t i t i o n  by o t h e r  l a r g e  n e u t r a l  a m in o  a c i d s  t h a t  s h a r e  t h e
sam e  t r a n s p o r t  s y s t e m  su c h  a s  t h e  a r o m a t i c  a m in o  a c i d s  t y r o s i n e  a n d  
p h e n y l a l a n i n e ,  t h e  b r a n c h e d  c h a i n  a m in o  a c i d s  l e u c i n e ,  i s o l e u c i n e  a n d  
v a l i n e .
The n e x t  s t e p  i s  h y d r o x y l a t i o n  o f  t r y p t o p h a n  a t  t h e  5 - p o s i t i o n  
o f  t h e  i n d o l e  r i n g  t o  f o r m  5 - h y d ro x y  t r y p t o p h a n  ( f i g .  1).  T h i s  
r e a c t i o n  I s  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  t h e  s y n t h e t i c  p a th w a y .  I t  i s  
c a t a l y s e d  by  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e ,  a  m i x e d - f u n c t i o n  o x i d a s e  w h i c h  
r e q u i r e s  m o l e c u l a r  o x y g e n  a n d  a  p t e r i d i n e  c o f a c t o r ,  t e t r a -  
h y d r o b i o p t e r i n .  Once s y n t h e s i z e d ,  5 - h y d ro x y  t r y p t o p h a n  i s  a l m o s t  
i m m e d i a t e l y  d e c a r b o x y l a t e d  by t h e  en zy m e 5 - h y d r o x y t r y p t o p h a n  
d e c a r b o x y l a s e  t o  f o r m  s e r o t o n i n .  The m e c h a n i s m s  a n d  f a c t o r s  
i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  s e r o t o n i n  a r e  e x a m in e d  i n  
m o re  d e t a i l  i n  C h a p t e r  2.
The m o s t  i m p o r t a n t  en zy m e  i n  c a t a b o l i s m  o f  5HT i s  m o n o am in e  
o x i d a s e  (MAO), w h i c h  o x i d i z e s  t h e  a m in o  g r o u p  t o  fo rm  a n  a l d e h y d e ,  5 -  
h y d r o x y i n d o l e a c e t a l d e h y d e .  The a l d e h y d e  i s  r a p i d l y  o x i d i z e d  f u r t h e r  
t o  y i e l d  5 - h y d r o x y i n d o l e a c e t i c  a c i d  (5HIAA). I t  c o u l d  a l s o  be  
r e d u c e d  t o  fo rm  a n  a l c o h o l ,  5 -  h y d ro x y  t r y  p t o p h o l ,  d e p e n d in g  o n  t h e  
NAD+/NADH r a t i o  i n  t h e  t i s s u e s .  MAO, w h i c h  i s  l o c a t e d  on  t h e  o u t e r  
s u r f a c e  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a ,  e x i s t s  i n  tw o  f o r m s ,  A a n d  B. i y p e  A i s  
m o re  s e n s i t i v e  t o  i n h i b i t i o n  by c l o r g y l i n e  a n d  i t s  s u b s t r a t e s  a r e  
t y r a m i n e  a n d  5HT. Type B i s  i n h i b i t e d  t o  a g r e a t e r  e x t e n t  by
d e p r e n y l  t h a n  by  c l o r g y l i n e  a n d  i t  o x i d i z e s  t y r a m i n e  w e l l ,  b u t  n o t
5HT. The tw o  f o r m s  a r e  d i s t r i b u t e d  d i f f e r e n t i a l l y  i n  t h e  r a t  b r a i n  
(N e f f  a n d  G o r i d i s ,  197 2 ,  q u o t e d  b y  G re e n  a n d  C o n s t a i n ,  1981) a n d  t h i s  
l e d  t o  a s u g g e s t i o n  o f  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e .  H ow ever,  t h i s  
v ie w  h a s  n o t  b e e n  s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  MAO i n  hum an
b r a i n  i s  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  t y p e  B ( G l o v e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .
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Fig. 1. B i o s y n t h e s i s  and m e ta b o l i s m  of  
5 - H y d r o x y tr y p ta m in e (S e r o to n in ) .
7The b r a i n  c o n t a i n s  5 H T - s u l f o t r a n s f e r a s e  en zy m e  w h ic h ,  u s i n g  
s u l f a t e - d o n a t i n g  p r o p e r t i e s  o f  3 ' - p h o s p h o a d e n o s i n e  5 ’- p h o s p h o s u l f a t e ,  
c o n v e r t s  5HT t o  5 H T - o - s u l f a t e .  Though t h i s  i s  a n  i m p o r t a n t  p a th w a y  
f o r  5HT i n a c t i v a t i o n  i n  t h e  p e r i p h e r y ,  i t s  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  b r a i n  
h a s  b e e n  q u e s t i o n e d  ( G r e e n  a n d  G ra h a m -S m ith ,  1 9 7 5 ) .
S e r o t o n i n  i s  c o n v e r t e d  t o  m e l a t o n i n  i n  t h e  p i n e a l  g l a n d .  I t  i s  
f i r s t  N - a c e t y l a t e d  by  5 H T - N - a c e t y l t r a n s f e r a s e  t o  fo rm  N- 
a c e t y l s e r o t o n i n ,  w h ic h  i s  t h e n  m e t h y l a t e d .  T h i s  s t e p  r e q u i r e s  t h e  
en zy m e 5 - h y d r o x y i n d o l e - o - m e t h y l  t r a n s f e r a s e ,  u t i l i s i n g  S - a d e n o s y l  
m e t h i o n i n e  a s  t h e  m e t h y l  d o n o r .  H ie  p r o d u c t  i s  m e l a t o n i n ,  w h i c h  i s  
t h e n  s e c r e t e d  i n t o  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .  M e l a t o n i n  s e c r e t i o n  
f o l l o w s  a  c y c l i c  d a i l y  r h y th m  w i t h  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
d a r k .  T h i s  r h y th m  i s  c o n t r o l l e d  by t h e  s u p r a c h i a s m a t l c  n u c l e u s  i n  
t h e  h y p o t h a l a m u s .  I t  a c t s  t h r o u g h  t h e  s y m p a t h e t i c  s y s t e m  by  
i n f l u e n c i n g  5HT N - a c e t y l t r a n s f e r a s e  w h o se  a c t i v i t y  rh y th m  f o l l o w s  t h e  
sam e p h a s e  a s  m e l a t o n i n .  The a c t i v a t i o n  o f  t h i s  en zy m e  i s  m e d i a t e d  
by  c y c l ic -A M P  v i a  3 - r e c e p t o r s  ( s e e  a l s o  s e c t i o n  1 . 1 . 8 . ) .
1 . 1 . 5 .  S t o r a g e ,  r e l e a s e  a n d  I n a c t i v a t i o n  o f  5HT
K now ledge a b o u t  r e g u l a t i o n  o f  s e r o t o n i n  s t o r a g e  a n d  r e l e a s e  h a v e  
b e e n  o b t a i n e d  m a i n l y  b y  J j i  v i t r o  s t u d i e s  u s i n g  t i s s u e  s l i c e s  o r  
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  s y n a p t o s o m e s  f ro m  b r a i n  a r e a s  known t o  be r i c h  i n  
s e r o t o n i n  n e r v e  e n d i n g s .  V a r i o u s  i j i  v i v o  m e th o d s  a r e  a l s o  a v a i l a b l e .  
S e r o t o n i n  an d  o t h e r  n e u r o t r a n s m i t t e r s  r e l e a s e d  f r o m  n e r v e  t e r m i n a l s  
s u r r o u n d i n g  t h e  v e n t r i c l e s  can  be c o l l e c t e d  u s i n g  c e r e b r o v e n t r i c u l a r  
p e r f u s i o n .  P u s h - p u l l  c a n n u l a e  h a v e  b e e n  d e v e lo p e d  t o  m e a s u r e  
t r a n s m i t t e r s  r e l e a s e d  i n  d i s c r e t e  b r a i n  a r e a s .  V o l t a m m e t r y  o r  
e l e c t r o c h e m i c a l  r e c o r d i n g  i s  a p r o m i s i n g  n o v e l  t e c h n i q u e .  In  t h i s
8t e c h n i q u e ,  m i c r o g r a p h i c  e l e c t r o d e s  a r e  ' i m p l a n t e d '  i n t o  s e l e c t e d  b r a i n  
a r e a s  t o  m e a s u r e  m i n u t e  e l e c t r i c a l  c u r r e n t s  r e s u l t i n g  f ro m  o x i d a t i o n  
o r  r e d u c t i o n  o f  e l e c t r o a c t i v e  com pounds .  The p o t e n t i a l  a t  w h i c h  t h e  
r e a c t i o n  o c c u r s  i n d i c a t e s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  com pound w h i l e  t h e  a m o u n t  
o f  t h e  c u r r e n t  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  i t s  c o n c e n t r a t i o n .
I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  s e r o t o n i n  i s  s t o r e d  p r i m a r i l y  i n  s y n a p t i c  
v e s i c l e s  w h e r e  i t  i s  p r o t e c t e d  f ro m  d e a m i n a t i o n  by m onoam ine  
o x i d a s e .  Two s t o r a g e  p o o l s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d ;  t h e  s m a l l  a n d  
r e a d i l y  r e l e a s e a b l e  " f u n c t i o n a l *  a n d  t h e  l a r g e  a n d  r e l a t i v e l y  s t a b l e  
“r e s e r v e *  p o o l s  ( G l o w i n s k i ,  1 9 7 5 ;  M o ro t -G a u d ry  e t  a l . ,  198 1 ) .  I t  
a p p e a r s  t h a t  o n e  o f  t h e s e  p o o l s  r e p r e s e n t s  a  s o l u b l e  fo rm  o f  s t o r a g e  
( H a l a r l s  a n d  F re e d m a n ,  1 9 7 7 ;  T a m ir  a n d  H uang, 197 4 ).  A s p e c i f i c  
s e r o t o n i n  b i n d i n g  p r o t e i n  a s s o c i a t e d  w i t h  s y n a p t i c  v e s i c l e s  h a s  b e e n  
i d e n t i f i e d  (T a m ir  a n d  G e r s h o n ,  197 9 ) .
I n  t h e  p l a t e l e t ,  s e r o t o n i n  i s  s t o r e d  i n  s p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  
o r g a n e l l e s  w i t h  d e n s e  o s m i o p h i l i c  c o r e s .  As i n  t h e  b r a i n ,  a  s e c o n d  
s t o r a g e  s i t e  e x i s t s  i n  t h e  p l a t e l e t .  H ow ever ,  t h e  s p e c i f i c  s e r o t o n i n  
b i n d i n g  p r o t e i n  d i f f e r s  i n  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  f r o m  
t h a t  i n  t h e  b r a i n  ( T a m i r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
E v id e n c e  s u g g e s t  t h a t  s e r o t o n i n  i s  r e l e a s e d  by a  p r o c e s s  o f  
e x o c y t o s i s ,  th o u g h  t h e  m ech a n ism  i s  l a r g e l y  unknow n (Kuhn, W o lf  an d  
Youdim, 1 9 8 6 ) .  S t u d i e s  show t h a t  n e w ly  s y n t h e s i z e d  s e r o t o n i n  i s  
p r e f e r e n t i a l l y  r e l e a s e d  d u r i n g  d e p o l a r i z a t i o n  by a  Ca2+- d e p e n d e n t  
p r o c e s s .  D e p o l a r i z a t i o n  o f  b r a i n  s l i c e s  o r  s y n a p to s o m e s  i n d u c e s  
i n f l u x  o f  Ca2 + i n t o  t h e  c e l l .  T h i s  s t i m u l a t e s  f u s i o n  o f  v e s i c u l a r  
m em brane  i n t o  p l a s m a  m em b ra n e  f o l l o w e d  by s i m u l t a n e o u s  r e l e a s e  o f  
s e r o t o n i n  a n d  s e r o t o n i n - b i n d i n g  p r o t e i n .  The p r o c e s s  o f  r e l e a s e  i s
b e l i e v e d  t o  be m e d i a t e d  by c y c l i c  A M P -d ep en d en t  a n d  C a^+- d e p e n d e n t
p r o t e i n  k i n a s e s  t h r o u g h  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  p r o t e i n  I  ( S a n d e r s - B u s h  
a n d  M a r t i n ,  19 82) .
S e r o t o n i n ,  l i k e  o t h e r  n e u r o t r a n s m i t t e r s  i s  a b l e  t o  m o d u l a t e  i t s  
own r e l e a s e .  T h i s  e f f e c t  i s  m e d i a t e d  by a u t o r e c e p t o r s  l o c a t e d  on  
p r e - s y n a p t i c  n e r v e  t e r m i n a l s .  B in d in g  o f  s e r o t o n i n  t o  t h e  
a u t o r e c e p t o r s  (d u e  t o  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  a t  t h e  s y n a p t i c  c l e f t )  
i n h i b i t s  i t s  own r e l e a s e  ( S a n d e r s - B u s h  an d  M a r t i n ,  1 9 8 2 ) .
The s e r o t o n e r g i c  c e l l s  i n  t h e  r a p h e  n u c l e i  show a  s p o n t a n e o u s  
e l e c t r i c a l  a c t i v i t y .  I t  i s  w e l l  d o c u m e n te d  t h a t  r e l e a s e  o f  s e r o t o n i n  
a t  t h e  n e r v e  t e r m i n a l s  i s  d e p e n d e n t  up o n  t h i s  f i r i n g  r a t e .
E l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  i n c r e a s e  s e r o t o n i n  r e l e a s e  a t  
t h e  n e r v e  e n d i n g s  a n d  h e n c e  i t s  m e t a b o l i s m  t o  5HIAA. When 5HT i s  
a d m i n i s t e r e d  r o i c r o e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  t o  t h e  r a p h e  n u c l e i  c e l l s ,  t h e  
m a j o r i t y  o f  them  d e c r e a s e  t h e i r  d i s c h a r g e  r a t e  ( A g h a j a n l a n  a n d  Wang, 
197 8 ) .  I n c r e a s e  o f  s e r o t o n i n  i n  t h e  n e r v e  e n d i n g s  c a u s e d  by ,  s a y ,  
i n c r e a s e d  s y n t h e s i s  o r  d e c r e a s e d  r e - u p t a k e  l e a d s  t o  a  d e p r e s s i o n  o f  
t h e  f i r i n g  r a t e  f o l l o w e d  by d e c r e a s e d  r e l e a s e  an d  s y n t h e s i s .  T h i s  
o b s e r v a t i o n  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  o t h e r  a u t o r e c e p t o r s  a r e  a l s o  
l o c a t e d  i n  t h e  c e l l  b o d i e s  i n  t h e  r a p h e  n u c l e i  and  t h a t  t h e y  r e c e i v e  
i n p u t s  f ro m  p o s t - s y n a p t i c  i n t e r n e u r o n a l  f e e d b a c k  l o o p s  ( r e v i e w e d  by 
A g h a ja n l a n  a n d  Wang, 197 8).
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  o t h e r  n e u r o t r a n s m i t t e r s  a n d  c o ­
t r a n s m i t t e r s  a l s o  p l a y  p a r t  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  s e r o t o n i n  r e l e a s e .  
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  show n  f o r  e x a m p le ,  t h a t  n o r a d r e n a l i n e  i n h i b i t s  
s e r o t o n i n  r e l e a s e  by a c t i n g  t h r o u g h  c ^ - r e c e p t o r s  l o c a t e d  i n  t h e  
s e r o t o n e r g i c  t e r m i n a l s  ( r e v i e w e d  by S a n d e r s - B u s h ,  1 9 8 2 ) .
M onoamine o x i d a s e  i s  b e l i e v e d  t o  be  i n v o l v e d  i n  t h e
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p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  o f  s e r o t o n i n  s t o r a g e  a n d  r e l e a s e  (G r e e n  an d  
G r a h a m - S m i th ,  197 5 ).  T h i s  i s  s u p p o r t e d  by b o t h  i n  v i v o  a n d  ^ n  v i t r o  
s t u d i e s  w h ic h  d e m o n s t r a t e  t h a t  t r y p t o p h a n  l o a d i n g  i n c r e a s e s  s e r o t o n i n  
s y n t h e s i s  b u t  n o t  r e l e a s e .  P r e - t r e a t m e n t  w i t h  a  m o n o am in e  o x i d a s e  
i n h i b i t o r  o n  t h e  o t h e r  h a n d  i n c r e a s e s  b o t h  s y n t h e s i s  a n d  r e l e a s e  
(M a r s d e n  e t  a l ,  197 9 ;  E l k s ,  Y oungblood  a n d  K i z e r ,  197 9 ) .
C l e a r l y  t h e n ,  i n c r e a s e  i n  s e r o t o n i n  s y n t h e s i s  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  
f o l l o w e d  by a n  i n c r e a s e  i n  r e l e a s e  s i n c e  e x c e s s  s e r o t o n i n  c a n  b e  
m e t a b o l i z e d  by MAO l n t r a n e u r o n a l l y  w i t h o u t  b e i n g  r e l e a s e d  (Kuhn, W o lf  
a n d  Youdim , 1 9 8 6 ) .
S e r o t o n i n  i s  m a i n l y  i n a c t i v a t e d  a t  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  by  r e ­
u p t a k e  i n t o  p r e - s y n a p t i c  n e r v e  e n d i n g s  w h e r e  i t  i s  d e g r a d e d  
l n t r a n e u r o n a l l y  by  MAO ( I v e r s e n ,  197 5 ) .  Some o f  i t  may be r e c a p t u r e d  
i n t o  t h e  s t o r a g e  g r a n u l e s .
1 . 1 . 6  .  S e r o t o n i n  R e c e p t o r s  i n  t h e  CHS
As e a r l y  a s  1878 t h e  c o n c e p t  o f  d r u g - r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n  w a s  
i n t r o d u c e d  by L a n g l e y .  From h i s  o b s e r v a t i o n  t h a t  som e d r u g s  w e r e  
h i g h l y  s p e c i f i c  i n  m i m i c k i n g  a  r e s p o n s e  w h i l e  o t h e r s  p r e v e n t e d  i t ,  h e  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e y  i n t e r a c t e d  w i t h  r e c e p t o r s  t o  e l i c i t  t h e  
p h a r m a c o l o g i c a l  r e s p o n s e .  I n  t h e  i n t e r v e n i n g  p e r i o d  o f  a b o u t  a 
c e n t u r y ,  r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  f o r  n e u r o t r a n s m i t t e r s ,  
p e p t i d e s  a n d  s t e r o i d  h o rm o n e s  e t c .  Some h a v e  b e e n  i s o l a t e d  a s  
m a c r o m o l e c u l a r  s u b s t a n c e s .  A l l  t h e  r e c e p t o r s  f o r  n e u r o t r a n s m i t t e r s  
t h a t  h a v e  b e e n  s t u d i e d  a r e  fo u n d  t o  b e  l o c a t e d  on  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
c e l l .
A r e c e p t o r  h a s  b e e n  d e f i n e d  by H o l l e n b e r g  a n d  C u a t r e c a s a s  (197 8,
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q u o t e d  by S u l s e r  a n d  J a n o w s k y ,  19 82) a s  a r e c o g n i t i o n  s i t e  w h o se  
b i n d i n g  g e n e r a t e s  a  s i g n a l  l i n k e d  t o  a b i o l o g i c a l  r e s p o n s e .  T h i s  
d i s t i n g u i s h e s  i t  f r o m  an  a c c e p t o r ,  d e f i n e d  a s  a b i n d i n g  s i t e  f o r  a  
l i g a n d  w h ic h  d o e s  n o t  l e a d  t o  a b i o l o g i c a l  r e s p o n s e  no  m a t t e r  how 
h i g h  i t s  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  i s .  T h i s  d i s t i n c t i o n  b ec am e  
p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  i n  v ie w  o f  t h e  l i k e l y  c o n f u s i o n  b r o u g h t  a b o u t  
by t h e  m u l t i p l i c i t y  o f  b i n d i n g  s i t e s  e n c o u n t e r e d ,  e s p e c i a l l y  a f t e r  
t h e  I n t r o d u c t i o n  o f  r a d i o l a b e l l e d  l i g a n d s .
As e x p l a i n e d  e a r l i e r ,  a p a r t  f r o m  t h o s e  l o c a t e d  o n  t h e  p o s t -  
s y n a p t i c  m e m b ra n e s ,  s e r o t o n i n  r e c e p t o r s  a r e  a l s o  l o c a t e d  a t  t h e  
p r e s y n a p t i c  m e m b r a n e s  a n d  o n  t h e  c e l l  b o d i e s  o f  s e r o t o n i n  c o n t a i n i n g  
n e u r o n s  i n  t h e  r a p h e  n u c l e i .  The l a s t  tw o  a r e  t e r m e d  a u t o r e c e p t o r s  
a n d  m o d u l a t e  t h e  r e l e a s e  o f  s e r o t o n i n  by f e e d b a c k  m e c h a n ism  a s  
d i s c u s s e d  e a r l i e r .  T h e r e  i s  c u r r e n t l y  no  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  
o f  s e r o t o n i n  a u t o r e c e p t o r s  i n  t h e  p e r i p h e r y .  The c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  
p h a r m a c o lo g y  o f  s e r o t o n i n  a u t o r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  i n  d e t a i l  
by  M o re t  (19  85) .
U n t i l  r e c e n t l y  t h e  o n l y  m eans  o f  s t u d y i n g  i n t e r a c t i o n  o f  
h o rm o n e s ,  n e u r o t r a n s m i t t e r s  o r  d r u g s  w i t h  r e c e p t o r s  w as  b a s e d  o n  
o b s e r v a t i o n s  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  o r  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  i s o l a t e d  
o r g a n s  t o  a p p l i e d  a g o n i s t s  o r  a n t a g o n i s t s .  A new a n d  w i d e r  s c o p e  o f  
s t u d y  w as  o p e n e d  by t h e  d e v e lo p m e n t  o f  h i g h l y  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v e  
l i g a n d s  i n  t h e  e a r l y  197 0 s .  I t  h a s  l e d  t o  d i r e c t  i n v e s t i g a t i o n  o f  
d r u g - r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n s ,  r e c e p t o r  l o c a l i z a t i o n  an d  r e c e p t o r  
r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s .
L y s e r g i c  a c i d  d i e t h y l a m i d e  (LSD) i s  known t o  be a n  a g o n i s t  a t  
t h e  s e r o t o n i n  r e c e p t o r  s i t e s  i n  t h e  r a p h e  n u c l e i ,  t h o u g h  i t  c a n  a c t  
b o t h  a s  a g o n i s t  a n d  a n t a g o n i s t  a t  t h e  n e r v e  t e r m i n a l s .  R a d io ­
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l a b e l l e d  [E3 ]-LSD  w a s  t h e  f i r s t  l i g a n d  t o  be u s e d  f o r  s e r o t o n i n  
b i n d i n g  s t u d i e s .  U s in g  [H3 ]-LSD a s  w e l l  a s  l a b e l l e d  s e r o t o n i n  ( [ E 3 ] -  
5HT), B e n n e t t  a n d  S n y d e r  i n  1976 d e m o n s t r a t e d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
n u m b e r ,  a f f i n i t y  a n d  r e g i o n a l  d i s t r i b u t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  t o  t h e s e  
l i g a n d s  i n  m a m m a l ia n  b r a i n  t i s s u e .  The h i g h e s t  l e v e l  o f  b i n d i n g  w e r e  
o b t a i n e d  i n  t h e  r e g i o n s  known t o  r e c e i v e  l a r g e  s e r o t o n e r g i c  
i n n e r v a t i o n .  [E 3 ] - s p i r o p e r i d o l  w h ic h  b i n d s  d o p a m in e  r e c e p t o r s ,  w as  
l a t e r  show n  t o  l a b e l  a  p o p u l a t i o n  o f  s e r o t o n i n  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  
c o r t e x .  I n  197 9 , F e r o u t k a  a n d  S n y d e r  s u p p l i e d  e v i d e n c e  s h o w in g  t h a t  
[H3 ] - s p i p e r o n e  a n d  [H3 ]-5HT b i n d i n g  s i t e s  w e re  d i s t i n c t  m o l e c u l a r  
e n t i t i e s .  T h i s  l e d  t o  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  n o t a t i o n s  SHT^ and  
5 HT2 t o  d i s t i n g u i s h  t h e s e  b i n d i n g  s i t e s .  SHT^ d e n o t e d  t h e  s p e c i f i c  
b i n d i n g  s i t e  f o r  [H^]5ET w h i l e  t h e  p r e f e r e n t i a l  b i n d i n g  s i t e  f o r  
[ H3 ] - s p i r o p e r i d o l  w a s  d e s i g n a t e d  5HT2» [H3 ]-LSD l a b e l l e d  b o t h  s i t e s  
t o  a  s i m i l a r  e x t e n t .  [H3 ] - M i a n s e r i n  a n d  [ B ^ - k e t a n s e r i n  a r e  o t h e r  
l i g a n d s  t h a t  h a v e  b e e n  show n t o  p r e f e r e n t i a l l y  l a b e l  5 ET2 s i t e s .
B a s e d  o n  i n h i b i t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  [E ^ ]5 E T  b i n d i n g  by  
a n t a g o n i s t s ,  s u b c l a s s i f i c a t i o n  o f  5ET^ i n t o  5HT^A a n d  5BT^p s u b t y p e s  
w a s  i n t r o d u c e d  by P e d ig o  a n d  c o l l e a g u e s  i n  19 81. R e c e n t l y ,  y e t  
a n o t h e r  s u b t y p e ,  5ET ^q ( C o r t e s ,  P a l a c i o s  a n d  P o zo s ,  19 84) a n d  a new 
s i t e ,  SHT^ ( B r a d l e y  e t  a l . ,  19 86) h a v e  b e e n  p r o p o s e d .
I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p h a r m a c o lo g y  a n d  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  
t h e s e  b i n d i n g  s i t e s  h a v e  b e e n  m o re  s u c c e s s f u l l y  d e m o n s t r a t e d  f o r  SHTj 
t h a n  5ET^ s i t e s .  5HT2 s i t e s  a r e  s e n s i t i v e  t o  c h r o n i c  a n t i d e p r e s s a n t  
t r e a t m e n t  a n d  m e d i a t e  t h e  b e h a v i o u r a l  sy n d ro m e  w h ic h  f o l l o w  c e n t r a l  
5HT s t i m u l a t i o n .  I n  t h e  p e r i p h e r y ,  5HT2 s i t e s  h a v e  b ee n  d e m o n s t r a t e d  
t o  m e d i a t e  s e r o t o n i n - i m p a i r e d  b lo o d  c i r c u l a t i o n ,  s e r o t o n i n - i n d u c e d
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t r a c h e a l  an d  v a s c u l a r  s m o o th  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  a n d  s e r o t o n i n - i n d u c e d  
p l a t e l e t  f u n c t i o n .  SHT^ b i n d i n g  s i t e ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  
r e g u l a t e d  by g u a n id e  n u c l e o t i d e s  an d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
a d e n y l  c y c l a s e .  T h e r e  a r e  s t i l l  some c o n t r o v e r s i e s  a b o u t  t h e  
f u n c t i o n a l  r o l e  o f  t h i s  s i t e  (L e y s e n ,  1 9 8 5 ) .  H ow ever ,  i t  i s  t h o u g h t  
t o  m e d i a t e  c e r t a i n  b e h a v i o u r a l  r e s p o n s e s .  F o r  i n s t a n c e ,  e v i d e n c e  
shows t h a t  t h e  r e c i p r o c a l  f o r e p a w  t r e a d i n g  b e h a v i o u r  i n  t h e  r a t  i s  
m e d i a t e d  b y  5HT1A s i t e  ( T r i c k l e b a n k ,  1 9 8 5 ) .  Some t y p e s  o f  s e x u a l  
b e h a v i o u r  i n  t h e  r a t  a r e  a l s o  b e l i e v e d  t o  be  m e d i a t e d  by t h i s  s i t e  
( s e e  s e c t i o n  I . I . 7 . C . ) . *
1 * 1 . 7 .  P h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  s e r o t o n i n
S e r o t o n i n  h a s  b e e n  I m p l i c a t e d  i n  s e v e r a l  p h y s i o l o g i c a l  a n d  
b e h a v i o u r a l  f u n c t i o n s  b o t h  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s te m  an d  t h e  
p e r i p h e r y .  Some o f  t h e s e  f u n c t i o n s  a r e :  r e g u l a t i o n  o f  t h e  e n d o c r i n e  
s y s t e m ,  t h e r m o r e g u l a t i o n ,  s l e e p / w a k e  c y c l e ,  p a i n  p e r c e p t i o n ,  c o n t r o l  
o f  b lo o d  p r e s s u r e ,  a p p e t i t e  a n d  s e x u a l  f u n c t i o n .  I n  t h i s  s e c t i o n ,  
a v a i l a b l e  e v i d e n c e  i s  s u m m a r i z e d  t o  i l l u s t r a t e  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  
s e r o t o n i n  i n  t h e s e  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s .  The d i s c u s s i o n  i s  
l i m i t e d  t o  t h e  CNS an d  s i n c e  i t  i s  n o t  m e a n t  t o  be  a n  e x h a u s t i v e  
r e v i e w ,  o n l y  a  fe w  e x a m p le s  a r e  c h o s e n  t o  i l l u s t r a t e  t h e  s i g n i f i c a n t  
r o l e  o f  5HT i n  n o rm a l  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s .
( a )  S e r o t o n in  a n d  t h e  s l e e p - w a k e  c y c l e
D e t a i l e d  s t u d i e s  i n  b o th  t h e  c a t  an d  t h e  r a t  i n d i c a t e  t h a t  
s e r o t o n i n  i s  c l e a r l y  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i o n  o f  s l e e p  ( J o u v e t ,  1 973 ;  
R e c h t s c h a f f e n  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  M organe  a n d  S t e r n  1 9 7 3 ) .  B r i e f l y ,  t h e s e  
s t u d i e s  i n v o l v e d  e x a m i n a t i o n  o f  s l e e p  p a t t e r n s  f o l l o w i n g  a n a t o m i c a l
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l e s i o n s  o f  t h e  r a p h a  s y s t e m  an d  n e u r o p h a r m a c o l o g i c a l  I n t e r f e r e n c e  o f  
s e r o t o n i n  f u n c t i o n  by d r u g s ,  n o t a b l y  p a r a c h i o r o p h e n y l a l a n i n e  (PCPA) 
a n d  c h i  o r  am p h e  tain i n e .  As m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  raphe, n u c l e i  a r e  r i c h  
i n  s e r o t o n i n - c o n t a i n i n g  n e u r o n s .  I t s  d e s t r u c t i o n  w a s  f o l l o w e d  by a  
f a l l  i n  s e r o t o n i n  l e v e l s  i n  t h e  b r a i n  a n d  l o s s  o f  s l e e p .  
A d m i n i s t r a t i o n  o f  PCPA ( a n  i n h i b i t o r  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e ,  t h e  
r a t e - l i m i t i n g  en z y m e  i n  5HT s y n t h e s i s )  a l s o  d e c r e a s e d  s e r o t o n i n  
l e v e l s  a n d  c a u s e d  i n s o m n i a .  So d i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
c h i  o r  am p h e  tarn i n e .  The l o s s  o f  s e r o t o n i n  w a s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
n u m b er  o f  h o u r s  o f  s l e e p  l o s t .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  5 - h y d ro x y  t r y p t o p h a n  
( 5HTP) r e v e r s e d  in s o m ro la  i n  PCPA t r e a t e d  a n i m a l s ,  th o u g h  n o t  i n  
c h lo r a m  phe  tarn i n e  t r e a t e d  n o r  r a p h e '— l e s i o n e d  a n i m a l s .
E v i d e n c e  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
s e r o t o n e r g i c  a n d  c a t e c h o l a m i n e r g i c  s y s t e m s  i n  r e g u l a t i o n  o f  s l e e p .
T he  l o c u s  coeruJ&us j.s  m a i n l y  a  n o r a d r e n e r g i c  c e n t r e  a n d  i t s  
p r o j e c t i o n s  t o  t h e  rapho. c o m p le x  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  L e s i o n s  i n  
t h e  l o c u s  c o e ru la u s  p r o d u c e d  h y p e r s o m n i a  a c c o m p a n ie d  by a n  I n c r e a s e d  
l e v e l  o f  5HIAA i n  t h e  b r a i n  a n d  s p i n a l  c o r d ,  s u g g e s t i n g  a n  I n c r e a s e d  
t u r n o v e r  o f  5HT. a - R e c e p t o r  b l o c k i n g  a g e n t s  e .g .  p r a z o s i n  d e c r e a s e  
w a k in g  a n d  i n c r e a s e  p a r a d o x i c a l  s l e e p  i n  r a t s ,  c a t s  a n d  m o nkeys  
( M o n t i ,  19 83; L e i n o r e n  a n d  S t e r n b e r g ,  19 86 ) .  S e l e c t i v e  
p h a r m a c o l o g i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  p r e - s y n a p t i c  o ^ - r e c e p t o r s  w i t h ,  e .g .  
c l o n i d i n e  d e c r e a s e s  REM s l e e p  w h i l e  s e l e c t i v e  b l o c k a d e  (by  sa y  
y o h im b in e )  i n c r e a s e s  w a k e f u l n e s s .  S i m i l a r l y ,  c h e m i c a l  l e s i o n s  w i t h
6 - h y d r o x y d o p a m in e  i n c r e a s e s  s lo w - w a v e  s l e e p .  Thus th o u g h  NA an d  DA 
a r e  t h o u g h t  n o t  n e c e s s a r y  f o r  i n i t i a t i o n  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  REM 
s l e e p ,  t h e y  may a c t  t o  m o d u l a t e  i t .  They a r e  h o w e v e r  b e l i e v e d  t o  be
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In v o lv e d  i n  w a k in g .
I t  a p p e a r s  t h e r e f o r e  t h a t  a p r o p e r  b a l a n c e  o f  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  DA, NA an d  5HT i s  e s s e n t i a l  f o r  n o r m a l  m a i n t e n a n c e  o f  s l e e p -  
w ake  c y c l e .  The c o n t r i b u t o r y  r o l e  o f  a m in o  a c i d s ,  n e u r o p e p t i d e s  a n d  
t h e i r  I n t e r a c t i o n  w i t h  m o n o a m in e s  may a l s o  be  i m p o r t a n t ,  e s p e c i a l l y  
i n  v ie w  o f  t h e  f a c t  t h a t  c o e x i s t e n c e  o f  p e p t i d e s  a n d  a m in o  a c i d s  i n  
t h e  n e u r o n s  i n v o l v e d  i n  s l e e p  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d .
(b )  S e r o t o n i n  an d  f e e d i n g
P h a r m a c o l o g i c a l ,  b i o c h e m i c a l  a n d  b e h a v i o u r a l  s t u d i e s  i n  b o t h  
h u m an s  a n d  a n i m a l s  i n d i c a t e  t h a t  s e r o t o n i n  h a s  a n  i n h i b i t o r y  
i n f l u e n c e  o n  f e e d i n g .  T h i s  b e l i e f  i s  b a s e d  o n  f i n d i n g s  t h a t  d i r e c t  
a n d  i n d i r e c t  a c t i n g  a g o n i s t s  a t  c e n t r a l  5HT s y n a p s e s  r e d u c e  f o o d  
i n t a k e .  T h e se  d r u g s ,  a p a r t  f ro m  5HT i t s e l f ,  i n c l u d e  q u l p a z l n e  (5ET 
a g o n i s t ) ,  m o n o am in e  r e - u p t a k e  b l o c k e r s  s u c h  a s  c h l o r i m i p r a m i n e  a n d  
f l u o x e t i n e  a n d  a g e n t s  l i k e  f e n f l u r a m i n e  w h ic h  e n h a n c e  p r e s y n a p t i c  
r e l e a s e  o f  5HT.
T h a t  b r a i n  5HT p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  by 
d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  d r u g s  i n t o  t h e  b r a i n ,  e s p e c i a l l y  t h e  
h y p o t h a l a m u s .  I n j e c t i o n  o f  5HT i n t o  t h e  m e d i a l  h y p o t h a l a m u s  i n  
c h r o n i c a l l y - c a n n u l a t e d  r a t s  r e s u l t s  i n  d o s e - d e p e n d e n t  s u p p r e s s i o n  o f  
f e e d i n g .  L i k e w i s e ,  i n j e c t i o n  o f  f e n f l u r a m i n e  i n t o  t h e  sam e s i t e  
y i e l d  s i m i l a r  r e s u l t s .  T h ese  s t u d i e s  a n d  o t h e r s  i n d i c a t e  t h a t  
e n d o g e n o u s  5HT may a c t  by i n f l u e n c i n g  t e r m i n a t i o n  o f  f e e d i n g  ( i . e .  
v i a  i n d u c t i o n  o f  s a t i e t y ) .  O th e r  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  i m p l i c a t e d  t h e  
m onoam ine  i n  i n f l u e n c i n g  t h e  a n i m a l ' s  p r e f e r e n c e  f o r  s p e c i f i c  f o o d s .  
I t  a p p e a r s  t o  r e d u c e  i n g e s t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s  w h i l e  s p a r i n g  p r o t e i n  
i n t a k e .  C o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  f i n d i n g  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  r a t s
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i n j e c t e d  w i t h  q u i p a z i n e  an d  f e n f l u r a m i n e  r e d u c e  c a r b o h y d r a t e  an d  f a t  
i n t a k e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  p e r i p h e r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  5HT 
a n t a g o n i s t ,  c y p r o h e p t a d i n e  p r o d u c e s  o p p o s i t e  e f f e c t s .  S i m i l a r  
r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  i n  h u n a n s .
T he m e d i a l  h y p o t h a l a m u s  i s  r i c h  i n  b o t h  5HT a n d  a j - a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r s  a n d  i s  d e n s e l y  i n n e r v a t e d  by b o t h  5HT- a n d  N A - c o n t a i n i n g  
n e u r o n s .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e s e  tw o  s y s t e m s  i n  t h i s  a r e a  i n t e r a c t  
a n t a g o n i s t i c a l l y  i n  c o n t r o l  o f  f o o d  i n t a k e .  T h i s  p o s s i b i l i t y  i s  
s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  i n j e c t i o n  o f  NA t o  t h i s  a r e a  
p r o d u c e s  o p p o s i t e  e f f e c t s  t o  t h o s e  o f  5HT. T h i s  a c t i o n  i s  b l o c k e d  by 
5HT an d  v i c e  v e r s a .  L e s i o n s  i n  t h e  p a r a v e n t r i c u l a r  a r e a  o f  t h e  
m e d i a l  h y p o th a l a m u s  i n d u c e  h y p e r p h a g i a ,  e s p e c i a l l y  f o r  c a r b o h y d r a t e s  
a n d  a t t e n u a t e  t h e  a n o r e c t i c  a c t i o n  o f  s y s t e m i c  f e n f l u r a m i n e .
O t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  a l s o  i m p l i c a t e  a n  I n v o l v e m e n t  o f  d o p a m in e  
i n  r e g u l a t i o n  o f  f e e d i n g .  In  p a r t i c u l a r  t h e  l a t e r a l  h y p o t h a l a m u s ,  an  
a r e a  r i c h  i n  d o p a m i n e r g i c  n e u r o n s  a n d  t e r m i n a l s  a p p e a r  i m p o r t a n t .  
I n j e c t i o n  o f  d o p am in e  o r  i t s  a g o n i s t s  i n t o  t h i s  a r e a  r e d u c e  f o o d  
i n t a k e  a n d  i s  a n t a g o n i z e d  by do p am in e  b l o c k e r s  e . g .  c h l o r p r c r o a z i n e .
From t h e s e  s t u d i e s  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  s e r o t o n e r g i c ,  
n o r a d r e n e r g i c  an d  d o p a m i n e r g i c  s y s t e m s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  i n t e r a c t  
t o  r e g u l a t e  c a r b o h y d r a t e  an d  p r o t e i n  i n t a k e ,  t h e i r  t i m e  c o u r s e  
p a t t e r n  an d  t h e  r a t i o  b e tw e e n  t h e s e  m a c r o n u t r i e n t s .  The r e a d e r  i s  
r e f e r r e d  t o  e x c e l l e n t  r e c e n t  r e v i e w s  i n  p h a r m a c o l o g i c a l  and  
b e h a v i o u r a l  a s p e c t s  o f  s e r o t o n e r g i c  s y s te m  i n  c o n t r o l  o f  f e e d i n g  
( L e i b o w i t z  and  S h o r - P o s n e r ,  19 86; G a r a t t i n i  e t  a l . ,  19 86; B l u n d e l l ,  
1986 a n d  S i l v e r s t o n e  a n d  G o o d a l l ,  1 9 8 6 ) .
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( c )  S e r o t o n i n  an d  s e x u a l  b e h a v io u r
T he r o l e  o f  s e r o t o n i n  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  s e x u a l  b e h a v i o u r ,  
l i k e  m o s t  o f  i t s  o t h e r  f u n c t i o n s ,  h a s  b e e n  s t u d i e d  by o b s e r v i n g  t h e  
e f f e c t s  f o l l o w i n g  p h a r m a c o l o g i c a l  an d  a n a t o m i c a l  I n t e r f e r e n c e  i n  
c e n t r a j .  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s .
An e x a m p l e  o f  m e a s u r e m e n t  o f  s e x u a l  b e h a v i o u r  i n  m a l e  r a t s  i s  
n o t i n g  d u r a t i o n  a n d  s u c c e s s f u l  s c o r e s  o n  m o u n t in g ,  I n t r o m i s s i o n ,  
e j a c u l a t i o n  a n d  r e f r a c t o r y  p e r i o d s  ( T u c k e r  an d  F i l e ,  19 8 3 ) .  A s i g n  
o f  r e c e p t i v i t y  i n  t h e  f e m a l e  w hen  i n  o e s t r o u s  i s  t h e  l o r d o s i s  p o s t u r e  
-  t h e  b a c k  i s  f l e x e d  i n t o  a  c o n c a v e  c u r v e ,  t a i l  h e l d  t o  o n e  s i d e ,  t h e  
n e c k  e x t e n d e d  a n d  t h e  a n o g e n i t a l  r e g i o n  h e l d  h i g h  o f f  t h e  f l o o r .
T h e  m e d i a l  p r e - o p t i c  a r e a  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  w h ic h  r e c e i v e s  
a s c e n d i n g  s e r o t o n e r g i c  f i b r e s  f r o m  t h e  m i d b r a i n ,  a p p e a r s  t o  be  a n  
i m p o r t a n t  c e n t r e  f o r  r e g u l a t i o n  o f  s e x u a l  f u n c t i o n .  S t i m u l a t i o n  o f  
t h i s  a r e a  by  i m p l a n t e d  e l e c t r o d e s  i n c r e a s e s  s e x u a l  b e h a v i o u r  w h i l e  
i t s  d e s t r u c t i o n  i n h i b i t s  s e x u a l  d i s p l a y  i n  t h e  m a l e  r a t .  H ow ever ,  
t h e  o p p o s i t e  i s  o b s e r v e d  i n  f e m a l e  r a t s .  The s e x u a l  f a c i l i t o r y  
c e n t r e  i n  t h e  f e m a l e  a p p e a r s  t o  be l o c a t e d  i n  t h e  v e n t r o m e d i a l  n u c l e u s  
( Y am an o u ch i ,  1 9 8 0 ) .
P a r a c h l o r o p h e n y l a l a n i n e  h a s  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  an d  r e p o r t s  
a r e  c o n s i s t e n t  t h a t  i t  e n h a n c e s  m o u n t in g  b e h a v i o u r  i n  b o t h  m a le  a n d  
f e m a l e  r a t s ,  w h ic h  h a s  b e e n  i n t e r p r e t e d  a s  a n  i n c r e a s e d  m a l e  s e x u a l  
b e h a v i o u r .  I t  i s  p o t e n t i a t e d  by p a r g y l i n e ,  a MAO i n h i b i t o r  an d  
a n t a g o n i z e d  by 5 - h y d r o x y t r y p t o p h a n  (5HTP) a n  i m m e d ia t e  p r e c u r s o r  o f  
5HT. S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  w i t h  s e l e c t i v e  d e s t r u c t i o n  
o f  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  by i n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  n e u r o t o x i n s  
s u c h  a s  5 , 6 -  a n d  5 , 7 - d i h y d r o x y t r y p t a m i n e  o r  by a 5HT d e p l e t i n g  a g e n t  
p - c h l o r o a m p h e t a m i n e  i n  b o th  n o rm a l  an d  c a s t r a t e d  m a l e  r a t s
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( S o d e r s t e n  e t  a l . ,  197 8, q u o t e d  by T u c k e r  a n d  F i l e ,  19 8 3 ) .  T hus  
d e p l e t i o n  o f  5HT h a s  a n  i n v i g o r a t i n g  e f f e c t  o n  m a l e s ,  e s p e c i a l l y  t h e  
o n e s  t h a t  w e r e  i n i t i a l l y  s e x u a l l y  s l u g g i s h .
One w o u ld  p r e d i c t  f r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  5HT a g o n i s t s  
w o u ld  p r o d u c e  o p p o s i t e  e f f e c t s ,  t h a t  i s ,  i n h i b i t i o n  o f  s e x u a l  
b e h a v i o u r .  H o w e v e r ,  l i s u r i d e  a n d  t e t r a l i n  d e r i v a t i v e s  e .g .  8 -  
h y d r o x y - 2 - ( d i - n - p r o p y l - a m i n o ) t e t r a l i n e  (8-CH-DPAT), b o t h  a g o n i s t s  a t  
5HT r e c e p t o r  s i t e s ,  s t i m u l a t e  s e x u a l  b e h a v i o u r .  S i m i l a r l y ,  5HT 
r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s  m e t e r g o l i n e ,  m e t h y s e r g i d e  a n d  c i n a n s e r i n  s t i m u l a t e  
s e x u a l  b e h a v i o u r  i n  b o t h  m a le  a n d  f e m a l e  r a t s .
S t u d i e s  i n  f e m a l e  a n i m a l s  h a v e  y i e l d e d  m o re  c o n t r a d i c t o r y  
r e s u l t s  t h a n  t h o s e  i n  m a l e s .  I n  1960s M ey e rso n  s u g g e s t e d  f ro m  h i s  
s t u d i e s  u s i n g  r e s e r p i n e  an d  5HTP t h a t  5HT h a s  a n  I n h i b i t o r y  e f f e c t  on  
r e c e p t i v i t y  i n  f e m a l e s .  R e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  PCPA h a v e  b e e n  
c o n t r a d i c t o r y .  W h i l e  som e w o r k e r s  h a v e  fo u n d  s t i m u l a t o r y ,  o t h e r s  
h a v e  r e p o r t e d  i n h i b i t o r y  o r  no  e f f e c t  o n  l o r d o s i s .  G e n e r a l l y  i t  
e n h a n c e s  t h e  m a l e  p a t t e r n s  o f  s e x u a l  b e h a v i o u r  i n  t h e  f e m a l e .
S e l e c t i v e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  s e r o t o n e r g i c  p a th w a y s  t o  a n t e r i o r  
h y p o t h a l a m u s ,  h y p o t h a l a m i c  i m p l a n t a t i o n  o f  5HT a n t a g o n i s t s  a n d  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  r e - u p t a k e  b l o c k e r s  a l l  h a d  t h e  e f f e c t  o f  e n h a n c i n g  
l o r d o s i s  ( r e v i e w e d  by T u c k e r  and  F i l e ,  1983 ) .
I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  r e c e n t l y  t h a t  t h e s e  c o n f l i c t i n g  r e s p o n s e s  
i n  b o t h  m a l e s  a n d  f e m a l e s  a r e  due t o  d i f f e r e n t l a l  m e d i a t i o n  by SHT-  ^
an d  5 HT2 r e c e p t o r s ,  s i n c e  i t  i s  now known t h a t  t h e  d r u g s  o r  a g e n t s  
u s e d  may b i n d  s e l e c t i v e l y  t o  e i t h e r  o f  t h e s e  r e c e p t o r s  o r  t h e  
s u b t y p e s  5HT1A^B o r  c . I n  f e m a l e s ,  5HT2 a c t i v i t y  f a c i l i t a t e s  
l o r d o s i s  w h i l e  5HT^ c a n  e i t h e r  i n h i b i t  o r  e n h a n c e  i t .  The i n h i b i t o r y
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e f f e c t  i s  m e d i a t e d  by 5HT1A w h i l e  t h e  f a c i l i t a t o r y  e f f e c t  i s  by 5HTlB  
( M e n d e l s o n  a n d  G o r z a l k a ,  19 86).  On t h e  o t h e r  h a n d  t h e  m a l e  s e x u a l  
b e h a v i o u r  i s  f a c i l i t a t e d  by 5HT^A a n d  5HT2 an d  p r o b a b l y  i n h i b i t e d  by 
SHTjjg o r  5HT1C o r  o t h e r  u n i d e n t i f i e d  s u b t y p e .  G e n e r a l l y  s e r o t o n e r g i c
a c t i v i t y  i n h i b i t s  m a l e  s e x u a l  b e h a v i o u r .
/
The c a t e c h o l a m i n e r g i c  s y s t e m  p r o b a b l y  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  
t h i s  r e g u l a t o r y  m e c h a n is m .  Y o h im b in e ,  a n  a d r e n e r g i c  a u t o r e c e p t o r  
a n t a g o n i s t ,  f a c i l i t a t e s  m a l e  s e x u a l  b e h a v i o u r  ( C l a r k ,  S m i t h  a n d  
D a v id s o n ,  19 8 4 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a d r e n e r g i c  s y s t e m  may be 
i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o c e s s .
I n  h u m a n s  t h e r e  a r e  r e p o r t s  o f  m o d e r a t e  s u c c e s s  i n  t r e a t m e n t  o f  
p r e m a t u r e  e j a c u l a t i o n  by  c l o m i p r a m i n e  (Goodman, 1980 , q u o t e d  by 
T u c k e r  a n d  F i l e ,  19 8 3 ) .  T h i s  w o u ld  be  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c o n c e p t  
f r o m  a n i m a l  s t u d i e s  t h a t  r a i s e d  5HT l e v e l s  c a u s e  som e i n h i b i t i o n  o f  
r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  u n w a n te d  s i d e  e f f e c t s ,  d r u g s  a c t i n g  
v i a  t h e  s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  do n o t  a p p e a r  p r o m i s i n g  f o r  u s e  i n  h u m an s .
( d )  5HT an d  A g g r e s s i v e  B e h a v io u r
The s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  a n d  i t s  i n v o l v e m e n t  i n  s o c i a l  
i n t e r a c t i o n s ,  i r r i t a b i l i t y  an d  a g g r e s s i v e  b e h a v io u r  h a s  b e e n  s t u d i e d  
e x t e n s i v e l y  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s ,  e s p e c i a l l y  t h e  r a t .  F i g h t i n g ,  
s o c i a l  d o m in a n c e  a n d  s u b m i s s i o n  a r e  a l l  p a r t  o f  s o c i a l  i n t e r a c t i o n s  
o f  c a g e d  r a t s .  A g g r e s s i v e  b e h a v i o u r  h a s  b ee n  d i f f e r e n t i a t e d  i n t o  
o f f e n s i v e  an d  d e f e n s i v e  e l e m e n t s ,  d e p e n d in g  o n  u n d e r l y i n g  m o t i v a t i o n s ,  
p o s t u r e s  e x h i b i t e d  a n d  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s .  M u r i c i d a l  b e h a v i o u r  i s  
f r e q u e n t l y  u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  o f f e n s i v e  b e h a v io u r .  I n  t e r r i t o r i a l  
s i t u a t i o n s ,  r e s i d e n t  r a t s  m o s t l y  d i s p l a y  o f f e n s i v e  w h i l e  i n t r u d e r s  
l a r g e l y  e x h i b i t  d e f e n s i v e  b e h a v i o u r .
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D e p l e t i o n  o f  s e r o t o n i n  i n  t h e  r a t  b r a i n  by d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  
c l e a r l y  f a c i l i t a t e s  v a r i o u s  k i n d s  o f  a g g r e s s i v e  b e h a v i o u r  m e n t i o n e d  
a b o v e .  S y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  p a r a c h l o r o p h e n y l a l a n i n e  o r
i n t r a c e r e b r o v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  n e u r o t o x i n s  5 , 6 -  a n d  5 , 7 -
/
d i h y d r o x y t r y p t a m i n e  h a s  c o n s i s t e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  by s e v e r a l  
i n v e s t i g a t o r s  t o  i n c r e a s e  a g g r e s s i v e  b e h a v i o u r  ( V e r g n e s s ,  D e p a u l i s  
a n d  B o e h r e r ,  19 86 a n d  r e f e r e n c e s  q u o t e d  t h e r e i n ) .  A d e c r e a s e  i n  
s e r o t o n e r g i c  a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  sh o w n  t o  p ro v o k e  a  s h i f t  f r o m  
s u b o r d i n a t i o n  t o  d o m in a n c e  ( K o s t o w s k i ,  P le w a k o  a n d  B i d z i n s k i ,  1 9 8 4 ) .  
S y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  5HTP o r  i n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  5HT 
r e v e r s e s  t h e  a g g r e s s i v e  b e h a v i o u r  I n d u c e d  by 5HT d e p l e t i o n .  I t  h a s  
t h e r e f o r e  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  5HT p r o v i d e s  t o n i c  i n h i b i t i o n  t o  
a g g r e s s i v e  b e h a v i o u r  ( V e r g n e s s ,  D e p a u l i s  a n d  B o e h r e r ,  19 8 6 ) .  The 
m ech an ism  o f  t h i s  p r o c e s s ,  h c w e v e r ,  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d .
( e )  5HT a n d  t h e  e n d o c r in e  f u n c t i o n
C e n t r a l  n e u r o t r a n s r a i t t e r s  a r e  known t o  b e  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i o n  o f  
e n d o c r i n e  f u n c t i o n ,  p a r t l y  by i n f l u e n c i n g  h y p o t h a l a m i c  r e l e a s i n g  
f a c t o r s  w h i c h  i n  t u r n  c o n t r o l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f u n c t i o n  o r  i n  som e 
c a s e s  by a c t i n g  d i r e c t l y  o n  p i t u i t a r y  o r  on  t h e  t a r g e t  o r g a n s .  
A d m i n i s t r a t i o n  o f  v a r i o u s  m o n o a m i n e r g i c  r e c e p t o r  a g o n i s t s  o r  
a n t a g o n i s t s  i s  r e f l e c t e d  by a  d e c r e a s e d  o r  i n c r e a s e d  p l a s m a  l e v e l s  o f  
one  o r  s e v e r a l  o f  t h e  p i t u i t a r y  h o rm o n e s  w h ic h  c a n  t h e n  b e  m o n i t o r e d .
The s e c r e t i o n  o f  g r o w t h  h o rm o n e  (GH) a n d  i t s  i n f l u e n c e s  by 
n e u r o r e c e p t o r  f u n c t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  i n  b o th  h u m an s  
an d  a n i m a l s .  I t  i s  s e c r e t e d  e x c l u s i v e l y  i n  e p i s o d i c  b u r s t s .  I n  t h e  
m a le  r a t  t h e  p e a k s  o c c u r  a t  3 -4  h o u r  i n t e r v a l s  a n d  w i t h  low  o r
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u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  b e t w e e n  p e a k s  (T annenbaum  and  M a r t i n ,  1 9 7 6 ) .  The 
s e c r e t i o n  i s  a s s u m e d  t o  be u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  s o m a t o s t a t i n  a n d  
g r o w t h  h o rm o n e  r e l e a s i n g  f a c t o r  ( GHRF). A d m i n i s t r a t i o n  o f  r e s e r p i n e  
t o  r a t s  i n  a  d o s e  t h a t  e f f e c t i v e l y  d e p l e t e s  DA, NA a n d  5HT s u p r e s s e s  
t h e  n o r m a l  p u l s a t i v e  s e c r e t i o n  o f  GH. On t h e  o t h e r  h a n d ,  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  PCPA i n  a  d o s e  t h a t  i n h i b i t s  5HT n e u r o t r a n s m i s s i o n  
w h i l e  l e a v i n g  c a t e c h o l a m i n e r g i c  n e u r o n s  i n t a c t  h a s  n o  e f f e c t  o n  
s e c r e t i o n  o f  GH (E den , B o l l e  a n d  M odigh ,  197 9).  O th e r  r e p o r t s  show 
t h a t  a d m i n i s t r a t i o n  o f  5HTP t o  r e s e r p i n e - t r e a t e d  r a t s  h a s  n o  e f f e c t  
o n  GH s e c r e t i o n  o n  i t s  own b u t  w hen  g i v e n  w i t h  c l o n l d i n e ,  a n  a j -  
r e c e p t o r  a g o n i s t ,  a  d o s e - d e p e n d e n t  5HTP p o t e n t i a t i o n  o f  GH s e c r e t i o n  
r e s u l t s  ( B a l l d i n  e t  a l ,  1980 , q u o t e d  by  E r l c k s s o n  a n d  M odigh ,  1984).
I t  t h u s  a p p e a r s  t h a t  s t i m u l a t o r y  i n f l u e n c e  o f  s e r o t o n i n  i s  p r o b a b l y  
e x e r t e d  by  i n t e r a c t i o n  w i t h  n o r a d r e n e r g i c  s y s t e m .  I n  h u m an s ,  
q u i p a z i n e ,  5 - h y d r o x y t r y p t o p h a n  a n d  1 - t r y p t o p h a n  p r o d u c e  o n l y  s m a l l  
a n d  v a r i a b l e  c h a n g e s  i n  GH s e c r e t i o n  ( C h arn ey  e t  a l . ,  19 82). 
C lo m ip r a m in e  c a u s e s  a  s m a l l e r  s t i m u l a t i o n  o f  GH t h a n  d e s l p r a m i n e ,  a 
m o re  s e l e c t i v e  NA u p t a k e  i n h i b i t o r  (L a ak m an  e t  a l . ,  1984). From t h e s e  
r e s u l t s  a n d  o t h e r s  i t  a p p e a r s  t h a t  a m o n g s t  ro o n o a m in e rg ic  
n e u r o t r a n s m i t t e r s ,  a d r e n e r g i c  s y s t e m  e x e r t s  t h e  s t r o n g e s t  i n f l u e n c e  
o n  GH s e c r e t i o n ,  f o l l o w e d  by d o p a m i n e r g i c  an d  f i n a l l y  t h e  
s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  ( Q i e c k l e y ,  1985).
5HT h a s  a  s t i m u l a t o r y  r o l e  i n  p r o l a c t i n  (PRL) s e c r e t i o n .  I n  
a n i m a l s  l e s i o n s  p l a c e d  i n  t h e  d o r s a l  r a p h e  n u c l e u s  i s  f o l l o w e d  by a n  
i n h i b i t o r y  r e l e a s e  ( H e n n in g e r ,  C h a rn e y  an d  S t e r n b e r g ,  198 4 ,  q u o t e d  by 
C h e c k le y ,  19 85).  I n  h u m an s  t h i s  e f f e c t  i s  com m only s t u d i e d  u s i n g  
t r y p t o p h a n  a d m i n i s t r a t i o n .  I n f u s i o n  o f  1 - t r y p t o p h a n  i n t r a v e n o u s l y  i s  
f o l l o w e d  by a r i s e  i n  p l a s m a  PRL (Cow en e t  a l ,  19 85 ;  A n d e rso n  a n d
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Cowen, 19 8 6 ) .  T h i s  e f f e c t  i s  t h o u g h t  t o  be due t o  i n c r e a s e d  5HT 
l e v e l s  i n  t h e  b r a i n  a n d  i s  s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  c l o m i p r a m i n e ,  a  r e - u p t a k e  b l o c k e r ,  p o t e n t i a t e s  t h e  
r i s e  i n  p l a s m a  PRL (A n d e r s o n  a n d  Cowen, 19 86). I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  5HT a c t i o n  i s  m e d i a t e d  by 5HT^ r e c e p t o r s  b e c a u s e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  5HT2 b l o c k e r s  c y p r o h e p t a d i n e  o r  k e t a n s e r i n  do n o t  
h a v e  an y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  (Cowen e t  a l . , 1 9 8 5 ) .
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  s e r o t o n i n  p a r t i c i p a t e s  i n  a d r e n a l -  
p i t u i t a r y  a x i s  r e g u l a t i o n .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  c o r t i c o s t e r o i d s  t o  
i n t a c t  a n i m a l s  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  i n  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  
w h i l e ,  c o n v e r s e l y ,  a d r e n a l e c t o m y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  
t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  ( K r i e g e r ,  197 8). The n e g a t i v e  
f e e d b a c k  by a d r e n a l  g l u c o c o r t i c o i d s  o n  t h e  p i t u i t a r y  i s  t h u s  p r o b a b l y  
m e d i a t e d  t h r o u g h  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  c e n t r a l  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  
an d  t h e  sam e n e u r o n s  may i n  t u r n  p a r t i c i p a t e  i n  ACTH r e g u l a t i o n  
( O s b o r n e ,  19 8 2 ) .
S e r o t o n i n  p l a y s  a  p a r t  i n  g o n a d o t r o p i n  r e g u l a t i o n .  I n j e c t i o n  o f  
t h e  a m in e  i n t o  t h e  v e n t r i c l e s  d e c r e a s e  s e ru m  l e v e l s  o f  L u te jn i z in g  
h o rm o n e  ( S c h n e i d e r  an d  McCann, 197 0 ) .  I t  i s  a l s o  known t h a t  
s e r o t o n i n  a d m i n i s t r a t i o n  p r o d u c e s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  o v u l a t i o n  i n  
r o d e n t s  ( L a b h s e t w a r ,  1 9 7 1 ) .  F u th e r m o r e ,  o t h e r  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  
s e r o t o n i n  i n h i b i t s  r e l e a s e  o f  LHRF f r o m  t h e  m e d i o b a s a l  h y p o th a l a m u s ,  
t h o u g h  n o t  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t e r m i n a l s  ( C h a r l i  e t  a l ,  197 8, 
q u o t e d  by O s b o rn e ,  19 82).
1 . 1 . 8 .  The c i r c a d i a n  rh yth m  o f  5HT i n  t h e  CMS
The 2 4 - h o u r  p e r i o d i c i t y  o f  5HT c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  b r a i n  o f
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r o d e n t s  h a s  b e e n  known f o r  a l o n g  t i m e .  Among t h e  e a r l i e r  w o rk  o n  
t h i s  s u b j e c t  w a s  t h a t  by A l b r e c h t  an d  c o - w o r k e r s  i n  1956. They 
r e p o r t e d  t h a t  i n  b o t h  m a l e  an d  f e m a l e  m ic e  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  
w a s  f o u n d  i n  t h e  l i g h t  a n d  t h e  l o w e s t  i n  t h e  d a r k  p e r i o d .  T h e s e  
i n i t i a l  f i n d i n g s  h a v e  s i n c e  b e e n  c o n f i r m e d  by s e v e r e d  o t h e r  
i n v e s t i g a t o r s  i n  m o u se ,  r a t  a n d  h a m s t e r  b r a i n  ( F r i e d m a n  a n d  W a lk e r ,
196 8; S c h e v i n g  e t  a l . ,  196 8; Quay, 196 8; H i l l i e r  an d  R e d f e r n ,  1977 ; 
O k a d a ,  1 9 7 1 ;  H e r y  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  M o r g a n  a n d  Y ndo, 1 9 7 3 ;  Ho e t  a l . ,
19 8 5 ) .  Some h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT i n  d i s c r e t e  
b r a i n  a r e a s ,  f o r  e x a m p le  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  f r o n t a l  c o r t e x ,  b r a i n s t e m  
a n d  t h e  p i n e a l  g l a n d .  I n  g e n e r a l  t h e  rh y th m  i s  s y n c h r o n i z e d  i n  a l l  
t h e s e  b r a i n  a r e a s .  O t h e r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  c o r r e l a t e  5HT rh y th m  
w i t h  t h a t  o f  b i o g e n i c  a m i n e s ,  d o p a m in e  a n d  n o r a d r e n a l i n e ,  r e s t -  
a c t i v i t y  c y c l e ,  body t e m p e r a t u r e ,  m e l a t o n i n  an d  b r a i n  t r y p t o p h a n  
c o n c e n t r a t i o n .  G e n e r a l l y ,  t h e  r h y t h m s  o f  a l l  t h e s e  o t h e r  v a r i a b l e s  a r e  
i n  p h a s e  b u t  i n t e r e s t i n g l y  t h e y  a r e  a b o u t  1 8 0 °  o u t  o f  p h a s e  w i t h  t h a t  
o f  5HT.
The c h a l l e n g e  f a c i n g  t h e  i n t e r e s t e d  i n v e s t i g a t o r  h a s  b e e n  t o  
e l u c i d a t e  how t h i s  r h y th m  o f  5HT l e v e l  i s  g e n e r a t e d ,  w h ic h  s o  f a r  
a p p e a r s  n o t  t o  h a v e  b e e n  f u l l y  r e a l i z e d .  A v a i l a b i l i t y  o f  b r a i n  
t r y p t o p h a n ,  r e g u l a t i o n  o f  b i o s y n t h e s i s  a n d  c a t a b o l i s m  o f  5HT h a v e  a l l  
b e e n  i n v e s t i g a t e d  a s  t h e  p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  s i t e s .
F e r n s t r o r a  a n d  W urtm an  (1 9 7 1 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  l o a d i n g  r a t s  
i n t r a v e n o u s l y  w i t h  1 - t r y p t o p h a n  i s  p a r a l l e l e d  by a p r o p o r t i o n a l  r i s e  
i n  b o t h  b r a i n  t r y p t o p h a n  and  5HT. They c o n c lu d e d  t h a t  b r a i n  5HT 
l e v e l s  may i n  p a r t  be d e p e n d e n t  upon t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  t r y p t o p h a n .  
A n o th e r  a t t e m p t  t o  e x p l a i n  t h i s  p ro b le m  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e r e  
i s  a d i u r n a l  v a r i a t i o n  i n  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  1 -
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t r y p t o p h a n  by b r a i n  t i s s u e s .  B o th  I j i  v i v o  an d  i n  v i t r o  s t u d i e s  h a v e  
show n  t h a t  t h e  a c t i v e  t r a n s p o r t  s y s t e m  ( s e e  s e c t i o n  2 .1 .1 . )  i s  m o re  
e f f i c i e n t  d u r i n g  t h e  l i g h t  t h a n  t h e  d a r k  p e r i o d  i n  t h e  r a t  a n d  i t  h a s  
b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  may b e  r e s p o n s i b l e  f o r  r e g u l a t i n g  t h e  
c i r c a d i a n  r h y th m  o f  5HT i n  t h e  b r a i n  (H e ry  e t  a l . ,  197 4 ) .  H o w ev er ,  
t h e  f a c t  t h a t  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t r i p t o p h a n  i s  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  a n d  o u t  o f  p h a s e  w i t h  t h a t  o f  5HT 
w e a k e n s  t h e s e  tw o h y p o t h e s e s .
T r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e ,  t h e  r a t e  l i m i t i n g  en zy m e  i n  t h e  
s y n t h e t i c  p a th w a y  a n d  MAO, t h e  d e a m i n a t i n g  enzym e b o t h  e x h i b i t  
c i r c a d i a n  r h y t h m s  i n  t h e i r  a c t i v i t i e s .  The a c t i v i t y  o f  t r y p t o p h a n  
h y d r o x y l a s e  i s  h i g h e s t  i n  t h e  d a r k  a n d  l o w e s t  i n  t h e  l i g h t  p e r i o d  
( r e v i e w e d  i n  C h a p te r  2 ) .  MAO a c t i v i t y  o n  t h e  o t h e r  h a n d  p e a k s  d u r i n g  
t h e  l i g h t  p h a s e  (O w asayo  e t  a l . ,  1984) w h ic h  c o i n c i d e s  w i t h  t h e  
h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT. I f  t h e s e  w e r e  t h e  o n l y  r e g u l a t o r y  
m e c h a n i s m s ,  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT w o u ld  be  e x p e c t e d  t o  
o c c u r  i n  t h e  d a r k  p e r i o d ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  h i g h e r  a c t i v i t y  o f  
t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  a n d  l o w e r  d u r i n g  t h e  l i g h t  d u e  t o  h i g h e r  
a c t i v i t y  o f  MAO. Thus t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  1 - t r y p t o p h a n ,  t h e  a c t i v i t y  
r h y t h m s  o f  t h e  tw o  i m p o r t a n t  en z y m e s  do n o t  s a t i s f a c t o r i l y  e x p l a i n  
t h e  rh y th m  o f  5HT c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  b r a i n .  T h i s  p ro b le m  i s  
e x a m in e d  f u r t h e r  i n  t h e  d i s c u s s i o n  s e c t i o n .
I n  t h e  r a t  p i n e a l  g l a n d ,  h o w e v e r ,  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  5HT rh y th m  
i s  c o n t r o l l e d  by t h a t  o f  N - a c e t y l  t r a n s f e r a s e  en z y m e ,  t o  w h i c h  i t  i s  
i n v e r s e l y  o u t  o f  p h a s e  ( K l e i n ,  197 4 ) .  T h i s  enzym e a c e t y l a t e s  5HT, 
w h ic h  i s  t h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p  i n  m e l a t o n i n  s y n t h e s i s  ( s e c t i o n
1 .1 .4 . ) .  I t s  a c t i v i t y  r i s e s  r a p i d l y  j u s t  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  d a r k n e s s ,
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f o l l o w e d  by a b o u t  5 0% f a l l  i n  s t e a d y  s t a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT a n d  a  
r i s e  i n  m e l a t o n i n  l e v e l .  I n  t h e  l i g h t ,  i t s  a c t i v i t y  d r o p s .  As 5HT 
i s  n o  l o n g e r  c o n v e r t e d  t o  m e l a t o n i n ,  i t s  c o n c e n t r a t i o n  r i s e s  s t e a d i l y  
t o  r e a c h  i t s  p e a k  t o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  l i g h t  p h a s e .  The a c t i v i t y  
o f  N - a c e t y I t r a n s f e r a s e  i s  i n  t u r n  c o n t r o l l e d  by t h e  s u p r a c h i a s m a t i c  
n u c l e u s  t h r o u g h  t h e  s y m p a t h e t i c  s y s t e m .
C i r c a d i a n  s y s t e m s  I n  g e n e r a l  an d  t h e i r  r o l e  i n  h e a l t h  a n d  
d i s e a s e  ( e s p e c i a l l y  a f f e c t i v e  i l l n e s s )  i s  d i s c u s s e d  f u r t h e r  i n  t h e  
n e x t  s e c t i o n .
1 . 2 .  EHYSIQLOGY OF CIRCADIAN SYSTEMS
The e a r t h ' s  y e a r l y  r e v o l u t i o n  a r o u n d  t h e  su n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  
t h e  s e a s o n a l  c h a n g e s  w h i l e  i t s  r o t a t i o n  a b o u t  i t s  a x i s  o n c e  i n  a b o u t  
2 4 h o u r s  d e t e r m i n e s  t h e  d a y - n i g h t  p a t t e r n s  t o  w h ic h  we a r e  a l l  
e x p o s e d .  B e c a u s e  o f  t h i s  h i g h l y  p r e d i c t a b l e  d a i l y  rh y th m  a n i m a l s  
a n d  p l a n t s  h a v e  e v o l v e d  o v e r  m i l l i o n s  o f  y e a r s  b e h a v i o u r a l ,  
p h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  s y s t e m s  t h a t  f o l l o w  a  2 4 - h o u r  s c h e d u l e .
D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  e v o l u t i o n  o s c i l l a t i o n s  o f  c e r t a i n  
f r e q u e n c i e s  i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s  h a v e  b e e n  s e l e c t e d  t o  s e r v e  a s  
" i n t e r n a l  c l o c k s " .  They e n a b l e  a n  o r g a n i s m  t o  m e a s u r e  t i m e  a n d  
s y n c h r o n i z e  t h e  o r g a n i s m 's  i n t e r n a l  m i l i e u  w i t h  d a i l y  e v e n t s  i n  i t s  
e n v i r o n m e n t .  T h e s e  a r e  known a s  c i r c a d i a n  t i m i n g  s y s t e m s .  The w o rd  
c i r c a d i a n  ( L a t i n :  c i r c a  = a b o u t ,  d ie m  = day) w as  c o i n e d  by F ra n z  
H a l b e r g  i n  19 5 9  t o  d e s c r i b e  t h e  a p p r o x i m a t e l y  2 4 - h o u r  c y c l e s  t h a t  a r e  
g e n e r a t e d  by a n  o r g a n i s m .  V i r t u a l l y  a l l  e u k a r y o t i c  o r g a n i s m s  e x h i b i t  
c i r c a d i a n  rh y th m s  i n  p h y s i o l o g y  an d  b e h a v i o u r .
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1 . 2 . 1 .  E x a m p le s  o f  c i r c a d i a n  r h y th m s
T h e r e  a r e  d a l l y  r h y t h m s  i n  a l m o s t  e v e r y  a s p e c t  o f  a n i m a l  
b e h a v i o u r  a n d  p h y s i o l o g y .  I n d e e d  I t  I s  d i f f i c u l t  t o  d e m o n s t r a t e  a  
v a r i a b l e  w h ic h  d o e s  n o t  shew s u c h  c i r c a d i a n  v a r i a t i o n .
The m o s t  o b v i o u s  a n d  d o m in a n t  r h y th m  I s  t h e  s l e e p - w a k e  c y c l e .  
S l e e p  i t s e l f  I s  c o m p o s e d  o f  a l t e r n a t i n g  u l t r a d l a n  p h a s e s ,  r a p i d  e y e  
m o v em en t  (REM) a n d  s lo w  w a v e  (SW) s l e e p .  B o th  s l e e p - w a k e  an d  
REM-SW c y c l e s  a r e  e n d o g e n o u s  r h y t h m s  w h i c h  p e r s i s t  u n d e r  c o n s t a n t  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  (W e i tz m a n ,  e t  a l . ,  197 9; M in o r s  a n d  
W a te r h o u s e ,  1 9 8 4 ) .  The f r e e - r u n n i n g  p e r i o d  o f  s l e e p - w a k e  c y c l e  i n  
h u m an s  i s  a b o u t  2 4 h o u r s ,  th o u g h  i n  som e s u b j e c t s  s t u d i e d  a  l o n g  
t i m e ,  i t  e v e n t u a l l y  l e n g t h e n s  t o  3 0-5  0  h o u r s  ( C z e l s l e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
O t h e r  e x a m p l e s  o f  p h y s i o l o g i c a l  s y s t e m s  w h ic h  a r e  s u b j e c t  t o  
c i r c a d i a n  c o n t r o l  i n  a n i m a l s  a r e :  f e e d i n g  a n d  d r i n k i n g ,  t h e r m o ­
r e g u l a t i o n ,  e n d o c r i n e  f u n c t i o n s ,  r e n a l  f u n c t i o n  a n d  r e p r o d u c t i o n .
T h ese  a n d  o t h e r  r h y t h m s  a r e  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  s e v e r a l  b o o k s  a n d  
r e v i e w s  e .g .  M o o re -E d e ,  S u lz ro an  a n d  F u l l e r ,  19 82, W ever, 197 9 and  
Conroy a n d  M i l l s ,  197 0 .
I n  a d d i t i o n  t o  c i r c a d i a n  s y s t e m s ,  a  w id e  s p e c t r u m  o f  b i o l o g i c a l  
r h y th m s  o c c u r .  H ie  h i g h  f r e q u e n c y  r h y t h m s  i n c l u d e  t h e  e l e c t r i c a l  
a c t i v i t y  i n  t h e  b r a i n  (EEG), h e a r t  r a t e  a n d  r e s p i r a t o r y  r a t e .  T h e i r  
p e r i o d s  a r e  l e s s  t h a n  24 h o u r s  an d  a r e  t h e r e f o r e  t e r m e d  u l t r a d l a n  
r h y t h m s .  E x a m p le s  o f  lo w  f r e q u e n c y  r h y t h m s  a r e  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e  
i n  women a n d  t h e  s e a s o n a l  ( c i r c a n n u l a r ) c y c l e  o f  h i b e r n a t i o n .  Such  
r h y th m s  w i t h  p e r i o d s  l o n g e r  t h a n  24 h o u r s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  
l n f r a d i a n .
T h e r e  a r e  e v e n t s  t h a t  o c c u r  o n l y  o n ce  i n  a l i f e t i m e  o f  a n  
a n i m a l  w h i c h  may be o f  c r u c i a l  i m p o r t a n c e  f o r  i t s  s u r v i v a l  e .g . ,  b i r t h
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o r  eg g  h a t c h i n g ,  m e t a m o r p h o s i s  a n d  e m e r g e n c e  o f  i n s e c t s ,  f l e d g l i n g s ,  
a n d  i n  som e s p e c i e s ,  c o p u l a t i o n .  T h e r e  may be a n  o p t i m a l  t i m e  o f  d ay  
f o r  s u c h  e v e n t s  b e c a u s e  t h e y  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  t o  f o l l o w  a  t e m p o r a l  
p a t t e r n  ( P i t t e n d r i g h  a n d  S k o p ik ,  1 9 7 0 ;  Daan a n d  A s c h o f f ,  1 9 8 2 ) .
1 . 2 . 2 .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  C ir c a d ia n  C lo c k s
( a )  E n tr a in m e n t  b y  e n v ir o n m e n t a l  t im e  c u e s
I n t e r n a l  c l o c k s  a r e  s e n s i t i v e  an d  c a n  o n l y  s y n c h r o n i z e  t o  c y c l i c  
e n v i r o n m e n t a l  v a r i a b l e s  w i t h  p e r i o d s  c l o s e  t o  24 h o u r s ,  u s u a l l y  23 t o  
26 h o u r s .  I n  19 5 1  A s c h o f f  c o i n e d  t h e  t e rm  Z e i t g e b e r  ( f r o m  t h e  
G erm an , l i t e r a l l y  m e a n in g  " t im e  g i v e r ”) t o  d e s c r i b e  s u c h  p e r i o d i c  
e n v i r o n m e n t a l  v a r i a b l e s .  O th e r  t e r m s  l i k e  " s y n c h r o n i z e r ”, " e n t r a i n i n g  
a g e n t ”, a n d  ”t im e  c u e s ” a r e  a l s o  u s e d .
A mammal i s  f i r s t  e x p o s e d  t o  a  c y c l i c  e n v i r o n m e n t  i n  u t e r o  f ro m  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n u t r i e n t s  a n d  h o rm o n e s  c r o s s i n g  o v e r  t h e  
p l a c e n t a  f ro m  m a t e r n a l  b l o o d s t r e a m .  T h i s  e n t r a i n s  f o e t a l  c i r c a d i a n  
p a c e m a k e r  t o  m a t e r n a l  c i r c a d i a n  r h y t h m i c i t y  (D e g u c h i ,  197 9? R e p p e r t  
a n d  S c h w a r t z ,  1 9 8 3 ) .  The n e w b o rn  g r a d u a l l y  d e v e l o p s  o v e r t  c i r c a d i a n  
r h y t h m s  a s  t h e  p a c e m a k e r  e n t r a i n s  t o  e n v i r o n m e n t a l  Z e i t g e b e r s .  I n  
n e w b o rn  hum an  i n f a n t s ,  c i r c a d i a n  r h y t h m s  i n  w a k in g  a n d  s l e e p i n g  a r e  
n o t  i n i t i a l l y  s e e n ,  b u t  a p p e a r  a f t e r  t h e  f i r s t  few  m o n th s  o f  l i f e  
( M e i e r - R o l l ,  e t  a l . ,  197 8, q u o t e d  by M o o re -E d e ,  S u lz m a n  an d  F u l l e r ,
19 8 2 ) .
I n  t h e  n a t u r a l  e n v i r o n m e n t ,  m u l t i p l e  t i m e  c u e s  e x i s t .  The 
l i g h t - d a r k  (LD) c y c l e  i s  a n  i m p o r t a n t  Z e i t g e b e r  a n d  a l l  a n i m a l s  t h a t  
h a v e  b e e n  s t u d i e d  i n c l u d i n g  h u m an s  h a v e  b e e n  show n t o  e n t r a i n  t o  i t  
(M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  1982).  The c h a n g in g  l e n g t h  o f
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d a y l i g h t  t h r o u g h o u t  t h e  y e a r ,  on  t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  a n  i m p o r t a n t  cue  
f o r  s y n c h r o n i s i n g  s e a s o n a l  r h y t h m s  t h r o u g h  m e l a t o n i n  s e c r e t i o n  
( A r e n d t ,  19 85 ? Lew y, 19 83 ) .
Food a v a i l a b i l i t y  c y c l e s  h a v e  b e e n  sh o w n  t o  s y n c h r o n i z e  r e s t -  
a c t i v i t y  c y c l e s  i n  a n i m a l s  (S u lz m a n ,  F u l l e r  a n d  M o o re -E d e ,  1 9 7 7 a ) .
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I t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  s c h e d u l e d  f e e l i n g  i s ^ s t r o n g e r  
Z e i t g e b e r  t h a n  LD c y c l e  i n  e n t r a i n i n g  s e ru m  r h y t h m s  o f  t r y p t o p h a n ,  
s e r o t o n i n  a n d  N - a c e t y l  s e r o t o n i n  i n  t h e  r a t  (HO, C h ik  a n d  B row n , 
1 985).  The r o l e  o f  m e a l t i m e s  i n  h u m an s  i s  l e s s  c o n v i n c i n g  a n d  i s  
o n l y  p r o b a b l y  a  w e ak  c u e  (M in o r s  a n d  W a te r h o u s e ,  1 9 8 6 ) .
S o c i a l  c o n t a c t  i s  b e l i e v e d  t o  be  a n  i m p o r t a n t  t i m e  c u e  i n  som e 
s p e c i e s  i n c l u d i n g  m i c e  ( H a l b e r g ,  V i s s c h e r  an d  B i t t n e r ,  1954) a n d  
hum ans  ( V e r n i k o s - D a n e l l i s  a n d  W in g e t ,  197 9) b u t  n o t  i n  o t h e r s ,  e g  t h e  
s q u i r r e l  m onkey (S u lz m a n ,  F u l l e r  an d  M o o re -E d e ,  1977b , q u o t e d  by 
M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  1982).  I n  f a c t  Wever (197 9) a n d  
o t h e r s  h a v e  a d v a n c e d  t h e  v ie w  t h a t  s o c i a l  c o n t a c t  i s  a  s t r o n g e r  
Z e i t g e b e r  t h a n  LD i n  h u m an s .  H o w ev er ,  i t  i s  t h e  b e l i e f  o f  som e 
a u t h o r s  t h a t  t h e  s e a r c h  f o r  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  Z e i t g e b e r  i n  h u m an s  
c a n n o t  be done  s u c c e s s f u l l y  b e c a u s e  m o re  t h a n  o n e  r h y t h m i c ! t y  may be  
i n v o l v e d  a n d  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  r u l e  o u t  o t h e r  i n f l u e n c e s  i n  t h e  
e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e  ( V e r n i k o s - D a n e l l i s  a n d  W in g e t ,  197 9; M oore- 
Ede, S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  19 82; M in o r s  a n d  W a te r h o u s e ,  19 86).
O t h e r  t i m e  c u e s  w h ic h  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  be e f f e c t i v e  
s y n c h r o n i z e r s  a r e :  s o u n d  i n  t h e  h a m s t e r  a n d  t h e  h o u s e  s p a r r o w  
(M en ak er  a n d  E s k i n ,  1966) a n d  e l e c t r o m a g n e t i c  f i e l d  s t r e n g t h  i n  m ic e  
(Dowse an d  P a l m e r ,  196 9) a n d  hu m an s  (W ev er ,  197 0, q u o t e d  by M oore- 
E de ,  S u lzm an  a n d  F u l l e r ,  1 9 8 2 ) .
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( b )  E n d o g e n o u s  c o m p o n e n ts  o f  c i r c a d i a n  r h y th m s
C i r c a d i a n  r h y t h m s  i n  a n  o r g a n i s m  a r e  e n d o g e n o u s  i n  n a t u r e  an d  
p e r s i s t  i n  t h e  a b s e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  t i m e  c u e s .  T h i s  p r o c e s s  i s  
c a l l e d  f r e e - r u n n i n g  a n d  i s  w i d e s p r e a d  i n  b o t h  t h e  p l a n t  a n d  a n i m a l  
k in g d o m s .  E ach  s p e c i e s  sh o w s  a  c h a r a c t e r i s t i c  f r e e - r u n n i n g  p e r i o d  
w h ic h  c o u l d  b e  a  l i t t l e  l o n g e r  o r  s h o r t e r  t h a n ,  b u t  r a r e l y  e q u a l  t o  
24 h o u r s .  A s c h o f f  (1 9 6 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s u c c e s s i v e  g e n e r a t i o n s  o f  
m i c e  r e a r e d  i n  i s o l a t i o n  f ro m  e n v i r o n m e n t a l  t i m e  c u e s  c o n t i n u e d  t o  
show c i r c a d i a n  r h y t h m s  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  none  o f  t h e  m ic e  i n  any  
g e n e r a t i o n  h a d  e v e r  s e e n  a  l i g h t - d a r k  c y c l e .  R i c h t e r  ( 1 9 6 8 ,  q u o t e d  
b y  M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  19 82) a l s o  f o u n d  t h a t  a  b l i n d e d  
s q u i r r e l  monkey c o n t i n u e d  t o  shew a c t i v i t y  r h y th m s  f o r  u p  t o  3 y e a r s .
H o w e v e r ,  n o t  a l l  c i r c a d i a n  r h y t h m s  p e r s i s t  i n d e f i n i t e l y  i n  
c o n s t a n t  c o n d i t i o n s .  F o r  e x a m p le ,  l o c o m o t o r  a c t i v i t y  r h y t h m s  i n  r a t s  
d am p en  o u t  w i t h  t i m e  (Honma and  H i r o s h i g e ,  197 8 ).  The m ech a n ism  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  p henom enon  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d ,  th o u g h  i t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  s e v e r a l  c l o c k s  i n v o l v e d  i n  t h e  s y s t e m  u n c o u p le  i n  
c o n s t a n t  c o n d i t i o n s  a n d  f r e e - r u n  i n d e p e n d e n t l y  (M o o re -E d e ,  S u lz m a n  
a n d  F u l l e r ,  19 8 2 ) .
The p e r i o d  o f  a  c i r c a d i a n  c l o c k  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t e m p e r a t u r e  
c h a n g e s .  The r a t e  o f  m o s t  b i o c h e m i c a l  p r o c e s s e s  c h a n g e s  tw o -  t o  
t h r e e - f o l d  w i t h  a  10 °C  c h a n g e  i n  t e m p e r a t u r e .  E v o l u t i o n  h a s  
t h e r e f o r e  c r e a t e d  m e c h a n i s m s  t o  c o m p e n s a t e  f o r  c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  
an d  t h u s  e n s u r e  u n i f o r m i t y  o f  c i c a r d i a n  c l o c k s .  H ow ever u n d e r  
e x t r e m e  c o n d i t i o n s  ( 0 ° - 5 ° C )  c i r c a d i a n  c l o c k s  c a n  s h u t  down a l t o g e t h e r  
( R i c h t e r ,  197 5 q u o t e d  by M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  19 82;
V a n e c e k ,  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
T he i n t e n s i t y  o f  l i g h t  c a n  a l t e r  t h e  l e n g t h  o f  a f r e e - r u n n i n g
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p e r i o d  o f  a c i r c a d i a n  c l o c k  i n  a c o n s t a n t  e n v i r o n m e n t .  T h e se  c h a n g e s  
a r e  u s u a l l y  o p p o s i t e  f o r  d i u r n a l  a n d  n o c t u r n a l  a n i m a l s .  T h i s  
o b s e r v a t i o n  f i r s t  n o t e d  by A s c h o f f  (196 0 ) ,  l e d  t o  t h e  f a m o u s  
A s c h o f f ' s  R u l e :  a s  l i g h t  i n t e n s i t y  i n c r e a s e s ,  t h e  rh y th m  p e r i o d  
d e c r e a s e s  i n  d i u r n a l  a n i m a l s ,  w h i l e  u n d e r  t h e  sam e  c o n d i t i o n s ,  t h e  
p e r i o d  i n c r e a s e s  i n  n o c t u r n a l  a n i m a l s .  A s c h o f f ' s  R u le  h a s  b e e n  
s u p p o r t e d  by s t u d i e s  i n  s e v e r a l  a n i m a l  s p e c i e s  t h o u g h  e x c e p t i o n s  h a v e  
b e e n  r e p o r t e d  i n  b o t h  hum an (W ev e r ,  197 9) a n d  n o n rh u m an  p r i m a t e  
s p e c i e s  ( F u l l e r  an d  E d g a r ,  1986) w h e re  t h e  p e r i o d s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  
be s h o r t e r  o r  l o n g e r  t h a n  p r e d i c t e d .
( c )  G e n e t ic  b a s i s  o f  t h e  c i r c a d i a n  p a cea a a k ers
G e n e t i c  s t u d i e s  o f  c i r c a d i a n  s y s t e m s  e s p e c i a l l y  i n  l o w e r  a n i m a l s  
h a v e  r e v e a l e d  t h a t  c i r c a d i a n  c l o c k s  a r e  g e n e t i c a l l y  p ro g ra m m e d  an d  
i n h e r i t e d  by  s u c c e s s i v e  o f f s p r i n g .  F o r  e x a m p le  D r o s o p h i l a  w i l d  
t y p e  s t r a i n  h a s  a  f r e e - r u n n i n g  p e r i o d  o f  2 4.2 h o u r s .  M u t a n t s  w i t h  
1 9 -  o r  2 8 - h o u r  p e r i o d s  a n d  a r r h y t h m i c  m u t a n t s  h a v e  b e e n  d e r i v e d .  E ach  
m u t a n t  h a s  b e e n  m ap p ed  t o  t h e  sam e  g e n e t i c  l o c u s  o n  t h e  X -ch ro m o so m e ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  s p e c i f i c  " c lo c k  g e n e s "  do e x i s t  (Kbnopka a n d  B e n z e r ,  
1 9 7 1 ) .  P r o t e i n s  a n d  b i o l o g i c a l  s t r u c t u r e s  s y n t h e t i z e d  by c l o c k  g e n e s  
h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  (K bnopka a n d  W e l l s ,  1980 , q u o t e d  by M oore -E de  e t  
a l . ,1 9  82 ) .  H a l l  (19  86) h a s  r e c e n t l y  r e v i e w e d  b e h a v i o u r a l  c h a n g e s  
( e s p e c i a l l y  t h o s e  i n v o l v i n g  s e x u a l  b e h a v io u r )  a s  a r e s u l t  o f  
m u t a t i o n s  o f  t h e  c i r c a d i a n  c l o c k  i n  t h e  D r o s o p h i l a . A new s c o p e  h a s  
t h e r e f o r e  b e e n  o p e n e d  i n  t h e  s t u d y  o f t h e  b i o l o g y  o f  t h e  c i r c a d i a n  
c l o c k s .  I t  i s  f e a s i b l e  t o  e n v i s a g e  s t u d i e s  u s i n g ,  f o r  e x a m p le ,  
r e c o m b i n a n t  ENA t e c h n i q u e s ,  t h a t  may e v e n t u a l l y  u n r a v e l  t h e  m y s t e r i e s
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o f  t h e  m a m m a l i a n  c l o c k s .
1 . 2 . 3 .  B e n e f i t s  o f  c i r c a d i a n  t im in g  s y s t e m s
The c i r c a d i a n  t i m i n g  s y s t e m  p e r f o r m s  a  v e r y  i m p o r t a n t  f u n c t i o n  
i n  e n s u r i n g  t h a t  b e h a v i o u r a l  a n d  i n t e r n a l  m e t a b o l i c  f u n c t i o n s  o f  a n  
o r g a n i s m  a r e  a p p r o p r i a t e l y  t i m e d  w i t h  r e s p e c t  t o  p e r i o d i c  e v e n t s  i n  
t h e  e n v i r o n m e n t .  M ost s p e c i e s  a d o p t  a  c h a r a c t e r i s t i c  t e m p o r a l  
p a t t e r n  s u i t a b l e  t o  t h e i r  e c o l o g i c a l  n i c h e .  Thus so m e  a n i m a l s  a r e  
n o c t u r n a l  o r  d i u r n a l  w h i l e  o t h e r s  may c o n f i n e  t h e i r  a c t i v i t y  m o s t l y  
t o  a  s p e c i f i c  t i m e  o f  day  e .g . daw n o r  d u s k  ( c r e p u s c u l a r ) .  T h i s  
e v o l u t i o n a r y  p r o c e s s  a l l o w s  f o r  a v o i d a n c e  o f  n o t  o n l y  c o m p e t i t i o n  f o r  
f o o d  s u p p l i e s  b u t  a l s o  p r e d a t o r s  w h o se  b e h a v i o u r  may a l s o  be c y c l i c .  
T h i s  e n s u r e s  m a x i m a l  s u r v i v a l  o f  t h e  s p e c i e s  i n  a  d i f f i c u l t  w o r l d .
T he  r e a d e r  i s  r e f e r r e d  f o r  f u r t h e r  d e t a i l s  o n  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  
b i o l o g i c a l  r h y t h m s  t o  a  r e v i e w  by Daan a n d  A s c h o f f  ( 1 9 8 2 ) .
1 . 2 . 4 .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  p a cem a k er
The h y p o t h a l a m u s  w a s  i d e n t i f i e d  b y  R i c h t e r  i n  1965 a f t e r  s e v e r a l  
d e c a d e s  o f  s t u d y  a s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b i o l o g i c a l  c l o c k .  U s in g  
f r e e - r u n n i n g  a c t i v i t y  rh y th m  o f  b l i n d e d  r a t s  a s  a  m a r k e r ,  h e  
s u b j e c t e d  t h e  a n i m a l s ,  i n  h i s  own w o r d s ,  t o  " a l m o s t  e v e r y  c o n c e i v a b l e  
k i n d  o f  m e t a b o l i c ,  e n d o c r i n o l o g i c  a n d  n e u r o l o g i c  i n t e r f e r e n c e . . .  t o  
n o  a v a i l "  ( R i c h t e r ,  196 5 q u o t e d  by M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,
1 982).  T h i s  i n c l u d e d  r e m o v a l  o f  a d r e n a l s ,  g o n a d s ,  p i t u i t a r y ,  
t h y r o i d ,  p i n e a l  o r  p a n c r e a s ,  e l e c t r o s h o c k  t h e r a p y ,  i n d u c e d  
c o n v u l s i o n s ,  p r o l o n g e d  a n a e s t h e s i a  a n d  a l c o h o l i c  s t u p o r .  A f t e r  
p l a c i n g  h u n d r e d s  o f  l e s i o n s  i n  t h e  r a t  b r a i n ,  h e  d i s c o v e r e d  t h a t  o n l y  
t h o s e  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  r e s u l t e d  i n  t h e  l o s s  o f  c i r c a d i a n
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r h y t h m i c i t y  i n  a c t i v i t y ,  f e e d i n g  a n d  d r i n k i n g  b e h a v i o u r .  The p r e c i s e  
l o c a t i o n  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  r e m a i n e d  unknown u n t i l  1972 w h e n  i t  w a s  
r e p o r t e d  t h a t  l e s i o n s  w h i c h  d e s t r o y e d  t h e  s u p r a c h i a s m a t i c  n u c l e u s
(SCN) a l s o  a b o l i s h e d  r h y t h m s  i n  d r i n k i n g  a n d  l o c o m o t o r  a c t i v i t y
/
( S t e p h a n  a n d  Z u c k e r ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  s i n c e  by sev e red ,
o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  t h a t  t h e  SCN i s  i n d e e d  i n t e g r a l l y  i n v o l v e d  i n
g e n e r a t i o n  o f  c i r c a d i a n  r h y t h m s  (R u sa k  a n d  Z u ck er ,  197 9; M oore ,  1 9 8 2 ,  1983 ; 
N a g a i ,  M o r i  a n d  N ak ag aw a ,  19 83 q u o t e d  by M in o r s  a n d  W a te r h o u s e ,  19 86; 
R i e t v e l d ,  1 9 8 5 ) .
A d i f f e r e n t  l i n e  o f  i n v e s t i g a t i o n  s u g g e s t s ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  
SCN i s  n o t  t h e  o n l y  l o c a t i o n  o f  t h e  p a c e m a k e r .  L e s i o n s  o f  t h e  SCN i n
t h e  s q u i r r e l  m onkey l e a d s  t o  a  l o s s  o f  t h e  c i r c a d i a n  d r i n k i n g  r h y th m
b u t  n o t  t h e  c i r c a d i a n  body t e m p e r a t u r e  rh y th m  ( F u l l e r  e t  a l ,  198 1 ) .
S e c o n d l y ,  s t u d i e s  i n  h u m an s  i n  i s o l a t i o n  h a v e  show n t h a t  d i f f e r e n t  
r h y t h m s  d e s y n c h r o n i z e  a n d  f r e e - r u n  i n  tw o  g r o u p s ,  one  g ro u p  c o u p l e d  
t o  t h e  s l e e p - w a k e  c y c l e  w h i l e  t h e  o t h e r  f o l l o w  t h e  c o r e  body 
t e m p e r a t u r e  (W e v e r ,  197 9 ; A s c h o f f ,  1965, C z e i s l e r ,  e t  a l . ,  1 980).
The o s c i l l a t o r  i n  t h e  SCN i s  b e l i e v e d  t o  be  i n f l u e n c e d  by t h e  l i g h t -  
d a r k  c y c l e  ( K r o n a u e r ,  e t  a l . ,  1982) w h i l e  t e m p e r a t u r e  i n f l u e n c e s  t h e  
s e c o n d  p a c e m a k e r ,  t h e  l o c a t i o n  o f  w h ic h  i s  unknown. The v e n t r o m e d i a l  
n u c l e u s  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  (VMH) o r  t h e  l a t e r a l  h y p o th a l a m u s  h a v e  
b e e n  s u g g e s t e d  a s  t h e  p o s s i b l e  s i t e s  (M o o re ,  1 9 8 2 ,1 9 8 3 ;  I n o u y e ,  1983 
q u o t e d  by M in o rs  a n d  W a te r h o u s e ,  19 86). T h e r e  i s  a m p le  e v i d e n c e  t h a t  
t h e  tw o  o s c i l l a t o r s  a r e  m u t u a l l y  c o u p le d .  T h i s  e n s u r e s  n o rm a l  
i n t e r n a l  s y n c h r o n i z a t i o n  o f  t h e  c i r c a d i a n  s y s t e m  ( C z e i s l e r ,  e t  a l  ,
19 80; Z u l l e y ,  W ever an d  A s c h o f f ,  19 81, q u o t e d  by M in o rs  an d  
W a te r h o u s e ,  19 86).
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I t  may be w o r t h  p o i n t i n g  o u t  h e r e  t h a t  t h e  e v i d e n c e  f o r  a  s e c o n d  
p a c e m a k e r  i n  h u m an s  h a s  b e e n  o b t a i n e d  i n d i r e c t l y  f ro m  s t u d i e s  o n  t h e  
d i f f e r e n t  f o r m s  o f  i n t e r n a l  d e s y n c h r o n i z a t i o n  ( F o l k a r d ,  M in o r s  an d  
W a t e r h o u s e ,  19 85). T h i s  i s  b e c a u s e  f o r  e t h i c a l  r e a s o n s  a b l a t i o n  o f  
t h e  SO) c a n n o t  be p e r f o r m e d .
M o o re -E d e  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  h a v e  p r o p o s e d  t h e  p r e s e n c e  o f  
" s e c o n d a r y "  o r  " p e r i p h e r a l "  o s c i l l a t o r s  t o  e x p l a i n  o v e r t  r h y t h m i c i t y  
o b s e r v e d  i n  i s o l a t e d  t i s s u e s  an d  o r g a n s ,  e .g .  t h e  a d r e n a l  s t e r o i d s  i n  
a d r e n a l  g l a n d s  (M o o re -E d e ,  S u lz m a n  a n d  F u l l e r ,  19 82; M o o re -E d e ,
1 9 8 3 ) .  They p o s t u l a t e  t h a t  t h e s e  o s c i l l a t o r s  a r e  n o t  a u to n o m o u s  b u t  
a r e  d r i v e n  by t h e  p a c e m a k e r s .  T h e i r  r h y th m s  dam pen  a n d  e v e n t u a l l y  
d i s a p p e a r  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  d r i v i n g  p a c e m a k e r  i n p u t .
1 . 2 * 5 .  N e u r o c h e m is tr y  o f  t h e  s u p r a c h la s m a t lc  n u c le u s
The b i o c h e m i c a l  e v e n t s  i n  t h e  SCN a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  g e n e r a t i o n  
o f  c i r c a d i a n  r h y t h m s  a r e  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  S t u d i e s  h a v e  
i d e n t i f i e d  a  num ber o f  n e u r o t r a n s m i t t e r s  an d  p e p t i d e s  w i t h i n  t h e  SCN 
a n d  t h e s e  i n c l u d e :  s e r o t o n i n ,  a c e t y l c h o l i n e ,  v a s o p r e s s i n ,  
s o m a t o s t a t i n ,  c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  f a c t o r ,  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  
p e p t i d e  (V IP) a n d  a v i a n  p a n c r e a t i c  p o l y p e p t i d e  (APP). The 
d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  n e u r o t r a n s m i t t e r s  a n d  p e p t i d e s  i n  t h e  SCN i s  
s p e c i f i c  a n d  t h i s  p r o b a b l y  r e l a t e s  t o  t h e i r  f u n c t i o n a l  r o l e .
A d m i n i s t r a t i o n  o f  c a r b a c h o l ,  a c h o l i n e r g i c  a g o n i s t ,  t o  
l a b o r a t o r y  a n i m a l s  m i m i c s  t h e  e f f e c t s  o f  l i g h t  i n  a s  f a r  a s  p h a s e -  
s h i f t i n g  a n d  e n t r a i n i n g  o f  v a r i o u s  c i r c a d i a n  r h y t h m s  a r e  c o n c e r n e d .  
T h i s  h a s  r a i s e d  t h e  s p e c u l a t i o n  t h a t  a c e t y l c h o l i n e  may b e  i n v o l v e d  i n  
r e l a y i n g  l i g h t  i n f o r m a t i o n  w i t h i n  t h e  SCN (T u r e k ,  1 9 8 5 ) .  On t h e  o t h e r  
h a n d ,  a d m i n i s t r a t i o n  o f  APP m im ics  t h e  e f f e c t s  o f  d a r k n e s s .
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I o n t o p h o r e t i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  s e r o t o n i n  o r  s t i m u l a t i o n  o f  
d o r s a l  r a p h e  n u c l e i ,  a  m a j o r  s e r o t o n e r g i c  p r o j e c t i o n  t o  t h e  SCN, b o t h  
s u p p r e s s  t h e  f i r i n g  o f  SCN c e l l s  (G ro o s ,  Mason a n d  M e i j e r  19 83).
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  s e r o t o n e r g i c  a c t i v i t y  h a s  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  
t h e  p a c e m a k e r .  I n  c o n t r a s t ,  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a c e t y l c h o l i n e  
i n c r e a s e s  t h e  f i r i n g  r a t e  o f  SCN n e u r o n s .
R e c e n t  s t u d i e s  u s i n g  i n  v i v o  v o l t a m m e t r y  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
5HT t u r n o v e r  a n d  r e l e a s e  a r e  h i g h e s t  a t  t h e  o n s e t  o f  d a r k n e s s  i n  t h e  
SCN o f  r a t s  ( M a r t i n  a n d  M a rsd e n ,  19 85) .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h i s  
p e r i o d  a l s o  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  p e r i o d  i n  a c t i v i t y -  
r e s t  c y c l e  i n  r o d e n t s .  Though t h i s  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
s e r o t o n e r g i c  n e u r o n a l  a c t i v i t y  i n  t h e  SCN i s  h i g h e s t  i n  t h e  d a r k ,  
t h e r e  a r e  c o n f l i c t i n g  r e p o r t s  f r o m  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  
s h o w in g  t h a t  t h e  f i r i n g  r a t e  o f  SCN n e u r o n s  i s  h i g h e s t  i n  t h e  l i g h t  
( I n o u y e  a n d  Kawamura, 197 9 ) .
1 . 2 . 6 .  C ir c a d ia n  r h y th m s i n  h e a l t h  a n d  d i s e a s e
( a )  C o n s e q u e n c e s  o f  c i r c a d i a n  p h a s e  s h i f t
A r a p i d  e n v i r o n m e n t a l  p h a s e  s h i f t  i n  t h e  fo rm  o f  a f l i g h t  a c r o s s  
m u l t i p l e  t i m e  z o n e s  o r  a  c h a n g e  i n  s h i f t - w o r k  i n t r o d u c e s  a  s t r e s s  
w h i c h  m a n i f e s t s  i t s e l f  i n  g e n e r a l  sy m p to m s  i n c l u d i n g  d i s r u p t i o n  o f  
s l e e p ,  g a s t r o i n t e s t i n a l  d i s t u r b a n c e s ,  d e t e r i o r a t i o n  i n  p e r f o r m a n c e  and  
a  g e n e r a l  f e e l i n g  o f  m a l a i s e .  H ie  s e v e r i t y  o f  t h e  sy m p to m s  v a r i e s  
w i t h  i n d i v i d u a l s  an d  may l a s t  s e v e r a l  d a y s  a s  t h e  b o d y 's  c i r c a d i a n  
s y s t e m  s y n c h r o n i z e s  t o  t h e  new e n v i r o n m e n t a l  t i m e  c u e s .  I f  i t  i s  
c a u s e d  by a f l i g h t ,  i t  i s  t e r m e d  " j e t  l a g "  a n d  c a n  be m i n im i z e d  by 
maximum e x p o s u r e  t o  t h e  new e n v i r o n m e n t a l  Z e i t g e b e r s ,  e s p e c i a l l y
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s o c i a l  c u e s  ( K l e i n  a n d  Wegmann, 197 4 ) .  The d i r e c t i o n  o f  t h e  f l i g h t  
a l s o  i n f l u e n c e s  t h e  r a t e  o f  r e s y n c h r o n i z a t i o n .  A w e s t w a r d  f l i g h t  
p h a s e - d e l a y s  t h e  c i r c a d i a n  s y s t e m  an d  i s  f o l l o w e d  by a  m o re  r a p i d  
r e a d j u s t m e n t  t h a n  a n  e a s t w a r d  o n e  ( p h a s e - a d v a n c e r )  ( K l e i n  a n d  
Wegmann, 197 9 ,  q u o t e d  by M o o re -E d e ,  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  W h i le  t h e  sy m p to m s  
o f  " j e t  l a g "  m ay be  t r a n s i e n t ,  e x p o s u r e  t o  s e v e r a l  y e a r s  o f  s h i f t w o r k  
may i n d u c e  s e r i o u s  s l e e p  d i s o r d e r s ,  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  a n d  
c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e s  (M o o re -E d e  a n d  R i c h a r d s o n ,  1985).  T h a t  som e 
a g e n t s  e .g .  t h e o p h y l l i n e ,  p e n t o b a r b i t a l ,  s h o r t - a c t i n g  b e n z o d i a z e p i n e s  
a n d  d e x a r o e th a s o n e  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  p o s s e s s  p h a s e - s h i f t i n g  
( i . e .  " c l o c k - r e s e t t i n g " )  p r o p e r t i e s  h a s  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
d e v e l o p i n g  a  j e t  l a g  " p i l l "  ( E h r e t ,  P o t t e r  a n d  D o b ra ,  1 9 7 5 ;  H o rse m a n ,  
M e i n e r t  a n d  E h r e t ,  197 9 ; S e i d e l  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
( b )  C ir c a d ia n  r h y th m s I n  d i a g n o s i s  a n d  t r e a t m e n t  o f  d i s e a s e
As d i s c u s s e d  e a r l i e r ,  a l m o s t  e v e r y  p h y s i o l o g i c a l  an d  m e t a b o l i c  
s y s t e m  d i s p l a y s  a  c i r c a d i a n  rh y th m .  I t  i s  i m p o r t a n t  t h e r e f o r e  t h a t  
t i m e  o f  d ay  be t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h en  m e a s u r i n g  an y  p h y s i o l o g i c a l  
v a r i a b l e  w h i c h  may be  o f  d i a g n o s t i c  v a l u e .  F or e x a m p le ,  p l a s m a  
c o r t i s o l  c o n c e n t r a t i o n ,  w h ic h  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  m a r k e r  i n  d i a g n o s i s  
o f  v a r i o u s  d i s e a s e s  e .g .  C u s h in g ' s  S y n d ro m e,  A d d i s o n 's  d i s e a s e  a n d  
e n d o g e n o u s  d e p r e s s i o n ,  i s  h i g h e r  i n  t h e  m o rn in g  t h a n  i n  t h e  e v e n i n g .
E f f e c t i v e n e s s  a n d  t o x i c i t y  o f  many d r u g s  h a v e  b e e n  show n t o  
f o l l o w  a c i r c a d i a n  rh y th m  ( H a l b e r g ,  196 9; R e i n b e r g  a n d  H a lb e r g ,  1 9 7 1 ;  
M o o re -E d e ,  197 3 ) .  The e f f i c a c y  o f  a d r u g  i s  a f u n c t i o n ,  i n  p a r t ,  o f  
t h e  r a t e  o f  a b s o r p t i o n ,  m e t a b o l i s m  and  e x c r e t i o n ,  t h e  d e g r e e  o f 
d i l u t i o n  i n  body  f l u i d s  a n d  s u s c e p t i b i l i t y  o f t h e  t a r g e t  t i s s u e .  
C i r c a d i a n  r h y t h m i c i t y  i n  a l l  t h e s e  f a c t o r s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  a n d
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t h u s  a l l  c o n t r i b u t e  t o  t h e  o v e r t  r h y th m  o f  d r u g  e f f e c t i v e n e s s .  The 
u s e f u l n e s s  o f  t h i s  k n o w le d g e  i s  b e i n g  i n c r e a s i n g l y  r e c o g n i s e d  i n  
c l i n i c a l  c a s e s  w h e r e  t h e  u s e  o f  d r u g s  w i t h  low  s a f e t y  m a r g i n s  may be 
n e c e s s a r y ,  e .g .  i n  c a n c e r  c h e m o th e r a p y .  I n  t h i s  c o n d i t i o n ,  t h e  
t u m o u r  a s  w e l l  a s  t h e  h o s t  c e l l s  h a v e  a  rh y th m  o f  r e s i s t a n c e  a n d  
s u s c e p t i b i l i t y .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s u c c e s s  o f  t r e a t m e n t  
i s  i m p r o v e d  s i g n i f i c a n t l y  w hen c i r c a d i a n  f a c t o r s  a r e  t a k e n  i n t o  
a c c o u n t  (M o o re -E d e ,  S u lz m a n  an d  F u l l e r ,  19 82; H r u s h e s k y ,  1985).
1 . 2 . 7 .  C ir c a d ia n  r h y th m s i n  a f f e c t i v e  I l l n e s s
The c i r c a d i a n  s y s t e m  i n  a  h e a l t h y  o r g a n i s m  i s  h i g h l y  o r g a n i s e d  
i n  a  s t a b l e  t e m p o r a l  o r d e r .  D i s o r d e r s  i n  t h e  s y s t e m  h a v e  b e e n  
o b s e r v e d  i n  som e p s y c h i a t r i c  d i s e a s e s  a n d  t h i s  h a s  r a i s e d  
s p e c u l a t i o n s  t h a t  t h e  c i r c a d i a n  s y s t e m  may be i n v o l v e d  i n  t h e  
a e t i o l o g y  o f  a t  l e a s t  som e p s y c h i a t r i c  i l l n e s s e s .
A n u m b e r  o f  h y p o t h e s e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  
r o l e  o f  t h e  c i r c a d i a n  s y s t e m  i n  a f f e c t i v e  d i s o r d e r s ,  among w h ic h  a r e :  
1) T he  d e s y n c h r o n i z a t i o n  h y p o t h e s i s  ( H a l b e r g ,  196 8, q u o t e d  by Z e r s s e n  
e t  a l . ,  19 85) a c c o r d i n g  t o  w h ic h  t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  some 
p h y s i o l o g i c a l  v a r i a b l e  i s  n o  l o n g e r  e n t r a i n e d  t o  2 4 - h o u r  s c h e d u l e  o f  
t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  o t h e r  c i r c a d i a n  r h y t h m s ,  p r o b a b l y  due  t o  a n  
i m p a i r m e n t  o f  t h e  c i r c a d i a n  p a c e m a k e r .  2) T h e  p h a s e - a d v a n c e  
h y p o t h e s i s  ( P a p o u s e k ,  1 9 7 5 ,  q u o t e d  by Wehr e t  a l . ,  1983) w h ic h  
a s s u m e s  a n  e a r l y  t i m i n g  o f  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  r e l a t i v e  t o  t h e  
s o c i a l l y  d e t e r m i n e d  2 4 - h o u r  s c h e d u l e .  T h i s  c o u ld  be due  t o  a g e n e r a l  
i m p a i r m e n t  o f  i n t e r n a l  c o u p l i n g  m e c h a n i s m s  o r  d y s f u n c t i o n  o f  t h e  
’c l o c k "  i t s e l f .
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T he p h a s e - a d v a n c e  h y p o t h e s i s  h a s  r e c e i v e d  a l o t  o f  s u p p o r t  f ro m  
s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  a n d  i s  r e v i e w e d  h e r e  o n l y  b r i e f l y .  I t  h a s  l o n g  
b e e n  r e c o g n i s e d ,  f o r  e x a m p le ,  t h a t  d e p r e s s e d  p a t i e n t s  w ake  up e a r l y  
a n d  a r e  u n a b l e  t o  f a l l  b a c k  t o  s l e e p  (M e n d e l s  a n d  C o c h ra n e ,  196 8). 
A n o t h e r  common sym ptom  i s  t h e  d i u r n a l  v a r i a t i o n  i n  mood -  t h e  
c o n d i t i o n  i s  w o r s e  i n  t h e  m o r n in g  b u t  im p r o v e s  by t h e  e v e n in g .  
S t a t i s t i c s  a m o n g s t  t h e  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  show t h a t  a f f e c t i v e  
d i s o r d e r  ( a t  l e a s t  t h e  b i p o l a r  t y p e )  i s  c h a r a c t e r i s e d  by r e g u l a r l y  
r e c u r r i n g  w i n t e r  d e p r e s s i o n s ,  o f t e n  a l t e r n a t i n g  w i t h  sum m er h y p o m a n ia  
( R o s e n t h a l ,  S a c k  a n d  W ehr, 19 8 3 ) .
H e h r  e t  a l j ( 1 9 8 3 ) ,  Wehr an d  G o o d w in  (19 83) a n d  K r ip k e  (19 83) 
h a v e  r e v i e w e d  c i r c a d i a n  r h y t h m s  o f  s e v e r a l  p h y s i o l o g i c a l  p a r a m e t e r s  
i n  a f f e c t i v e  d i s o r d e r s .  I n  g e n e r a l ,  w hen  d e p r e s s e d  p a t i e n t s  a r e  
c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s ,  t h e  r h y t h m s  a r e  e i t h e r  b l u n t e d  ( r e d u c e d  
a m p l i t u d e )  o r  p h a s e - a d v a n c e d .  F o r  e x a m p le ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  REM 
s l e e p  i s  n o r m a l l y  s k e w e d ,  w i t h  a n  i n c r e a s i n g  am o u n t  o c c u r r i n g  i n  t h e  
s e c o n d  h a l f  o f  n i g h t s  s l e e p .  I n  d e p r e s s e d  p a t i e n t s  t h e  s i t u a t i o n  i s  
r e v e r s e d ,  w i t h  m o re  REM o c c u r r i n g  i n  t h e  f i r s t  h a l f  o f  t h e  n i g h t .
When b i p o l a r  d e p r e s s i v e s  s w i t c h  o v e r  f r o m  d e p r e s s i v e  t o  m a n ic  
e p i s o d e ,  t h e y  e x p e r i e n c e  a n  a b n o r m a l  4 8 - h o u r  s l e e p - w a k e  c y c l e ,  
p r o b a b l y  due  t o  i n t r i n s i c  s l e w i n g  o f  t h e  d r i v i n g  p a c e m a k e r .
O t h e r  r h y t h m s  p h a s e  a d v a n c e d  i n  a f f e c t i v e  i l l n e s s  i n c l u d e :  
t e m p e r a t u r e ,  u r i n a r y  3 - m e t h o x y - 4 - h y d r o x y p h e n y l g l y c o l  (MHPG, t h e  m a in  
m e t a b o l i t e  o f  NA), a c t i v i t y  r h y t h m s  a n d  u r i n a r y  e l e c t r o l y t e .  H ie  
r h y t h m s  o f  c o r t i s o l ,  p r o l a c t i n  a n d  m e l a t o n i n  a r e  m a i n l y  p h a s e -  
a d v a n c e d  an d  b l u n t e d  a s  w e l l  ( s e e  a l s o  s e c t i o n  1 .3 .2 . ) .  I n  some 
d e p r e s s i v e s ,  t h e  rh y th m  o f  m e l a t o n i n  i s  p h a s e - d e l a y e d  w h i l e  p h a s e -  
a d v a n c e d  i n  o t h e r s .  I n  t h e  l i g h t  o f  t h i s  f i n d i n g  i t  h a s  b ee n
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s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  may be tw o  s u b t y p e s  o f  d e p r e s s i v e s :  t h o s e  w i t h  
p h a s e - a d v a n c e d  a n d  p h a s e - d e l a y e d  c i r c a d i a n  r h y th m s  ( N a i r ,  1 9 8 4 ;  Lew y, 
19 8 4 ,  q u o t e d  by N a i r ,  19 8 4 ) .
The e f f e c t  o f  a n t i d e p r e s s a n t  m e d i c a t i o n  o n  c i r c a d i a n  r h y t h m s  
s u p p o r t s  t h e  p h a s e - a d v a n c e  h y p o t h e s i s  o f  d e p r e s s i v e  i l l n e s s .
L i t h i u m ,  w h ic h  i s  u s e d  m a i n l y  a s  a  p r o p h y l a c t i c  a g e n t ,  s l o w s  f r e e -  
r u n n i n g  w h e e l  a c t i v i t y  r h y t h m s  i n  b l i n d e d  r a t s  ( K r ip k e  a n d  W yborney , 
19 8 0 ) .  I n  h u m a n s  i t  h a s  b e e n  sh o w n  t o  l e n g t h e n  p e r i o d s  o f  r e c t a l  
t e m p e r a t u r e ,  s l e e p - w a k e f u l n e s s  a n d  a c t i v i t y  r h y th m s  u n d e r  f r e e -  
r u n n i n g  c o n d i t i o n s  ( J o h n s s o n  e t  a l ,  19 82 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  t o  s h i f t  t h e  p h a s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t e m p e r a t u r e  a n d  
s l e e p - w a k e  r h y t h m s  i n  h u n a n s  (E n g e lm a n  e t  a l ,  1 9 8 3 ) .
L a r g e l y  s i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  w i t h  p h a r m a c o l o g i c a l  
m a n i p u l a t i o n  w i t h  o t h e r  a n t i d e p r e s s a n t s .  C h r o n ic  a d m i n i s t r a t i o n  
o f  c l o r g y l i n e ,  a  m o n o am in e  o x i d a s e  i n h i b i t o r ,  l e n g t h e n e d  t h e  r e s t -  
a c t i v i t y  c y c l e  i n  h a m s t e r s .  C h r o n ic  c l o r g y l i n e  an d  i m i p r a r a l n e  a l s o  
i n d u c e d  d i s s o c i a t i o n  o f  a c t i v i t y  r h y t h m s  i n  t h e  sam e a n i m a l s  ( W i r z -  
J u s t i c e  a n d  C a m p b e l l ,  1 9 8 2 ) .
M a n i p u l a t i o n  o f  s l e e p - w a k e  c y c l e  h a s  b e e n  show n  t o  h a v e  
a n t i d e p r e s s a n t  e f f e c t s .  For e x a m p le ,  t o t a l  o r  p a r t i a l  d e p r i v a t i o n  o f  
s l e e p  i n  t h e  s e c o n d  h a l f  o f  t h e  n i g h t  i n d u c e d  t r a n s i e n t  r e m i s s i o n  o f  
d e p r e s s i o n .  I n t e r e s t i n g l y ^  d e p r i v a t i o n  o f  s l e e p  i n  t h e  f i r s t  h a l f  o f  
t h e  n i g h t  h a d  n o  a n t i d e p r e s s a n t  e f f e c t .  A d v a n c in g  t h e  t i m e  o f  s l e e p  
by a b o u t  6 h o u r s  a l s o  i n d u c e d  r e m i s s i o n s  l a s t i n g  a b o u t  o n e  w eek  (W ehr 
e t  a l ,  1 9 8 3 ) .
P a t i e n t s  t r e a t e d  w i t h  c o m b i n a t i o n s  o f  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  and  
s l e e p  d e p r i v a t i o n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  im p r o v e  m o re  r a p i d l y  t h a n
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t h o s e  t r e a t e d  w i t h  a n t i d e p r e s s a n t s  a l o n e .  S i m i l a r l y ,  a d v a n c i n g  t h e  
t i m e  o f  s l e e p  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  h a d  a 
p o t e n t i a t i n g  e f f e c t  ( S a c k  e t  a l ,  19 8 5 ) .  P a t i e n t s  w i t h  s e a s o n a l  
a f f e c t i v e  d i s o r d e r s  h a v e  a l s o  b e e n  s u c c e s s f u l l y  t r e a t e d  by e x p o s u r e  
t o  b r i g h t  l i g h t  f o r  b r i e f  p e r i o d s  i n  t h e  e v e n i n g  ( R o s e n t h a l  e t  a l ,  
1 9 8 5 ;  J a m e s  e t  a l ,  1 9 8 5 ) .
T h e s e  a n d  o t h e r  o b s e r v a t i o n s  l e d  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  l i t h i u m ,  
m o n o am in e  o x i d a s e  i n h i b i t o r s  a n d  t r i c y c l i c  a n t i d e p r e s s a n t s  a l l  
a l l e v i a t e  d e p r e s s i o n  by s l o w i n g  o r  d e l a y i n g  a b n o r m a l l y  p h a s e  a d v a n c e d  
c i r c a d i a n  r h y t h m s  (W ehr a n d  W i r z - J u s t i c e ,  1 9 8 2 ;  Wehr a n d  G oodw in ,
19 83 ) .
1 . 3 .  THE BIOLOGY OF AFFECTIVE DISORDER 
1 .3  • 1 .  I n t r o d u c t i o n
D e p r e s s i o n  a n d  m a n i a ,  b e i n g  d i s o r d e r s  t h a t  a f f e c t  mood, a r e  
c a t e g o r i s e d  a s  a f f e c t i v e  i l l n e s s e s .  B o th  s y n d ro m e s  n o t  o n l y  a f f e c t  
mood b u t  many v e g e t a t i v e  f u n c t i o n s  a s  w e l l .  D u r in g  a  d e p r e s s i v e  
e p i s o d e ,  t h e  p a t i e n t ' s  l e v e l  o f  e n e r g y  a n d  p h y s i c a l  a c t i v i t y  i s  o f t e n  
r e d u c e d .  T h o u g h t  p r o c e s s e s ,  c o n c e n t r a t i o n  a n d  m em ory  i s  i m p a i r e d .
The p a t i e n t  f e e l s  s a d ,  h o p e l e s s  a n d  p e s s i m i s t i c  a b o u t  t h e  f u t u r e .  
S o m e t im e s  t h i s  s t a t e  o f  m e n t a l  a n g u i s h  an d  h o p e l e s s n e s s  l e a d s  t o  
s u i c i d e .  P h y s i c a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e p r e s s i o n  i n c l u d e :  
d i s t u r b e d  s l e e p ,  w e i g h t  l o s s ,  d e c r e a s e d  a p p e t i t e ,  c o n s t i p a t i o n  a n d  
d e c r e a s e d  l i b i d o .  The s e v e r i t y  o f  d e p r e s s i o n ,  a s  c i t e d  e a r l i e r ,  
t y p i c a l l y  sh o w s  a  d i u r n a l  v a r i a t i o n ,  w o r s e  i n  t h e  m o r n in g  b u t  b e t t e r  
by t h e  e v e n in g .  O f t e n  i t  e x h i b i t s  a  s e a s o n a l  p a t t e r n  a m o n g s t  t h e  
w h o le  p o p u l a t i o n ,  t h e  i n c i d e n c e  b e i n g  h i g h e r  i n  t h e  l a t e  s p r i n g  
( R o s e n t h a l ,  S a c k  a n d  W ehr,  1 9 8 3 ) .
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P a t i e n t s  who e x p e r i e n c e  o n ly  d e p r e s s i o n  a r e  t e r m e d  " u n i p o l a r "  t o  
d i s t i n g u i s h  th em  f ro m  " b i p o l a r "  p a t i e n t s ,  w ho a r e  a l s o  s u b j e c t  t o  
m a n i c  e p i s o d e s .  M an ia ,  i n  c o n s t r a s t  t o  d e p r e s s i o n ,  i s  a s s o c i a t e d  
w i t h  i n c r e a s e d  e n e r g y ,  p h y s i c a l  a c t i v i t y ,  l i b i d o ,  r e d u c e d  n e e d  f o r  
s l e e p  a n d  t h e  p a t i e n t  s e e k s  s o c i a l  c o n t a c t .  T h i n k i n g  i s  r a p i d  a n d  
may be g e n e r a l l y  u n r e a l i s t i c .  B i p o l a r  p a t i e n t s ,  u n l i k e  u n i p o l a r  
o n e s ,  may be c h a r a c t e r i s e d  by i n c r e a s e d  s l e e p  a n d  w e i g h t  g a i n .
A f f e c t i v e  i l l n e s s  i s  m o re  common i n  w om en t h a n  m en. I t s  c a u s e  
i s  unknow n. P r e d i s p o s i t i o n  i s  p a r t l y  g e n e t i c ,  t h e  g e n e t i c  f a c t o r  
b e i n g  e s t i m a t e d  t o  c o n t r i b u t e  5 0-6  0% o f  t h e  c a s e s .  I n c i d e n c e  i n  
f i r s t  d e g r e e  r e l a t i v e s  o f  p a t i e n t s  i s  15-2C%. The o n s e t  o f  b i p o l a r  
i l l n e s s  i s  t y p i c a l l y  i n  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d e c a d e  o f  l i f e  w h i l e  t h e  
o n s e t  i n  u n i p o l a r  p a t i e n t s  i s  o f t e n  l a t e r .
D e p r e s s i v e  i l l n e s s  h a s  o f t e n  b e e n  c l a s s i f i e d  i n t o  e n d o g e n o u s  a n d  
r e a c t i v e  d e p r e s s i o n .  E n d o g en o u s  d e p r e s s i o n  o c c u r s  w i t h o u t  any  
o b v i o u s  c a u s e s .  R e a c t i v e  d e p r e s s i o n ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  a  m i l d e r  
fo r m  p r e c i p i t a t e d  by e x t e r n a l  e v e n t s .  U n t r e a t e d ,  d e p r e s s i v e  e p i s o d e s  
may l a s t  b e tw e e n  6 a n d  18 m o n th s  a n d  t h e  p a t i e n t s  may im p r o v e  
s p o n t a n e o u s l y .  The c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  i s  o f t e n  m a rk e d  w i t h  
r e l a p s e s  a n d  r e m i s s i o n s .
1 . 3 . 2 .  P h y s i o l o g i c a l  an d  b io c h e m ic a l  a b n o r m a l i t i e s  i n  d e p r e s s i o n
D e p r e s s i v e  i l l n e s s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  p h y s i o l o g i c a l  
a b n o r m a l i t i e s  i n  m a i n l y  t h r e e  a r e a s :  e n d o c r i n e ,  e l e c t r o l y t e  a n d  
n e u r o t r a n s m i t t e r  f u n c t i o n .  T h e se  a r e  c u r r e n t l y  s u b j e c t s  o f  i n t e n s e  
I n v e s t i g a t i o n  i n  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  w o r l d .  They a r e  o n l y  
r e v i e w e d  h e r e  b r i e f l y .
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( a )  E l e c t r o l y t e  d i s t u r b a n c e
M ark ed  c h a n g e s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  I n  t h e  t r a n s p o r t  o f  so d iu m  
i n t o  t h e  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  ( CSF) I n  d e p r e s s i o n .  R a i s e d  " r e s i d u a l "  
( m a i n l y  i n t r a c e l l u l a r )  l e v e l s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  d e p r e s s i v e s  
(C o p p en  I 9 6 0 ,  1 9 6 5 ;  C o l t  e t  a l . ,  1982 q u o t e d  by Coppen a n d  Wood, 
1 9 8 5 ) .  I f  t h e s e  w h o l e - b o d y  c h a n g e s  I n  r e s i d u a l  so d iu m  a l s o  o c c u r  i n  
t h e  CNS, i t  i t  p o s s i b l e  t h a t  i t  may h a v e  p r o f o u n d  e f f e c t s  i n  n e u r o n a l  
f u n c t i o n i n g .  F o r  e x a m p le ,  t h e  d e c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  Na+-  K+ ATPase 
o b s e r v e d  i n  d e p r e s s i v e s  may be  r e s p o n s i b l e  f o r  i n c r e a s e d  r e s i d u a l  
so d iu m  a n d  d e c r e a s e d  5ET u p t a k e  ( H e s k e th ,  G le n  a n d  R e a d in g ,  1 9 7 7 ) .
Hypo- a n d  h y p e r p a r a t h y r o i d i s m  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  som e s e v e r e  
a f f e c t i v e  c a s e s .  T h i s  i s  c e r t a i n  t o  i n f l u e n c e  t h e  l e v e l s  o f  c a l c i u m ,  
w h ic h  i s  know n t o  h a v e  a  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  t h e  CNS. H o w ev er ,  t h e  
l i n k  w i t h  d e p r e s s i o n  a n d  m a n i a  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d  (C oppen  a n d  
Wood, 1 9 8 5 ) .
( b )  E n d o c r in e  d i s t u r b a n c e
The i n t e r e s t  i n  p o s s i b l e  e n d o c r i n e  a b n o r m a l i t y  i n  a f f e c t i v e  
i l l n e s s  w a s  s p u r r e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  i n  som e w e l l  d e f i n e d  
c a s e s  i t  w a s  due t o  o v e r - a c t i v i t y  o r  u n d e r - a c t i v i t y  o f  t h e  a d r e n a l  
c o r t e x  (C o p p e n ,  1 9 6 7 ,  B ro o k s b a n k  a n d  C oppen, 1 9 6 7 ) .
T he  " d e x a m e th a s o n e  s u p p r e s s i o n  t e s t "  (DST) r e v e a l s  a  m a rk e d  
n e u r o e n d o c r i n e  d i s o r d e r  i n  a b o u t  7 0% o f  d e p r e s s i v e  c a s e s  ( C a r r o l ,
19 82; C oppen  e t  a l ,  19 8 3 ) .  The a d r e n a l  c o r t e x  s e c r e t e s  c o r t i s o l  
u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  p i t u i t a r y  a d r e n a l  c o r t i c o t r o p h i c  h o rm o n e  
(ACTH), w h ic h  i s  i n  t u r n  s e c r e t e d  i n  r e s p o n s e  t o  h y p o t h a l a m i c  h o rm o n e  
c o r t i c o t r o p h i n  r e l e a s i n g  f a c t o r  ( CRF). C o r t i s o l  s e c r e t i o n  e x h i b i t s  a
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c i r c a d i a n  r h y th m .  S e c r e t i o n  r e a c h e s  a  p e a k  a t  t h e  en d  o f  t h e  n i g h t  
a n d  t h e n  d e c l i n e s  d u r i n g  t h e  day an d  c e a s e s  a l t o g e t h e r  j u s t  b e f o r e  
m i d n i g h t .  The b a l a n c e  o f  c o r t i s o l  s e c r e t i o n  i s  m a i n t a i n e d  m a i n l y  by 
l e v e l s  o f  c o r t i s o l  w h ic h  e x e r t s  a  s t r o n g  n e g a t i v e  f e e d b a c k  upon  b o t h  
ACTH a n d  CRF s e c r e t i o n .  The s y n t h e t i c  s t e r o i d  d e x a m e th a s o n e  a c t s  
t h r o u g h  t h i s  sam e n e g a t i v e  f e e d b a c k  m e c h a n i s m .  T hus  a  n o r m a l  s u b j e c t  
g i v e n  1 - 2  mg o f  d e x a m e th a s o n e  a t  1 1 . 0 0  pm s e c r e t e s  v i r t u a l l y  no  
c o r t i s o l  t h e  n e x t  d ay .  The " d e x a m e th a s o n e  r e s i s t a n c e "  p henom enon  
o c c u r s  w h e n  t h i s  f e e d b a c k  m e c h a n ism  f a i l s .  T h e r e  a r e  sev e red ,  r e p o r t s  
o f  a b n o r m a l i t i e s  o f  DST i n  d e p r e s s i v e s  a n d  t h a t  i t  r e t u r n s  t o  n o r m a l  
o n  r e c o v e r y .  T h i s  p h en o m en o n  h a s  b e e n  r e v i e w e d  r e c e n t l y  by C h e c k le y  
(1 9 8 5 )  a n d  B r a d d o c k  ( 1 9 8 6 ) .
A n o th e r  w e l l  e s t a b l i s h e d  c a u s e  o f  d e p r e s s i v e  i l l n e s s  i s  
m yxoedem a w h ic h  c a n  be t r e a t e d  s a t i s f a c t o r i l y  i f  d i a g n o s e d  e a r l y  
(C h e c k le y ,  19 82 q u o t e d  by Coppen a n d  Wood, 19 8 5 ) .  D e c r e a s e d  l e v e l s  
o f  t r i - i o d o t h y r o n i n e ,  w h ic h  a l s o  I n d i c a t e s  t h y r o i d  u n d e r - a c t i v i t y ,  h a s  
b e e n  r e p o r t e d  i n  d e p r e s s i o n  ( J o f f e  e t  a l . ,  19 8 5 ) .  The a c t i o n  o f  
a n t i d e p r e s s a n t s  h a s  b e e n  show n  t o  be  e n h a n c e d  by c o n c o m i t t a n t  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h y r o x i n e  (T3 ) (G o o d w in  e t  a l ,  19 8 2 ) .  S m a l l  d o s e s  
o f  T3 h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  m an ag e  p a t i e n t s  w ho f a i l e d  t o  
r e s p o n d  t o  l i t h i u m  o r  o t h e r  a n t i d e p r e s s a n t s  (C oppen  an d  Wood 19 85 ) .
A l l  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  p o i n t  t o  a c l e a r ,  y e t  u n d e f i n e d ,  l i n k  b e t w e e n  
t h y r o i d  f u n c t i o n  a n d  d e p r e s s i v e  i l l n e s s .  T h i s  e f f e c t  i s  p r o b a b l y  
m e d i a t e d  t h r o u g h  c e n t r a l  O j - r e c e p t o r  s i t e s  s i n c e  i t  h a s  b e e n  show n  
t h a t  t h y r o i d  h o rm o n e  a d m i n i s t r a t i o n  i n c r e a s e s  b o t h  m onoam ine  
s y n t h e s i s  an d  a ^ - r e s p o n s i v e n e s s  i n  t h e  r a t  ( S v e n s s o n ,  1984) o r  
p o s s i b l y  t h r o u g h  t h e  s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  s i n c e  i t  h a s  b e e n
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d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h y r o i d  f u n c t i o n  h a s  a n  i n f l u e n c e  on  5 H T - m e d ia te d  
r e s p o n s e s  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  w h ic h  ca n  be p o t e n t i a t e d  by 
a n t i d e p r e s s a n t s  ( A t t e r w e l l ,  1981 ; B r o c h e t  e t  a l ,  1 9 8 5 ) .
D o p a m i n e r g i c ,  n o r a d r e n e r g i c  a n d  p o s s i b l y  s e r o t o n e r g i c  s y s t e m s  
a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  s e c r e t i o n  o f  g r o w t h  h o rm o n e  (GH) f ro m  t h e  
p i t u i t a r y .  D o p a m i n e r g i c  a g e n t s  e .g .  a m p h e ta m in e ,  w h i c h  r e l e a s e s  DA 
o r  a p o m o rp h ln e  (DA a g o n i s t )  a d m i n i s t e r e d  t o  n o r m a l  s u b j e c t s  
s t i m u l a t e  GH r e l e a s e .  T h i s  r e s p o n s e  i s  r e d u c e d  i n  d e p r e s s i v e s .  
S i m i l a r l y  t h e  n o r m a l  s t i m u l a n t  e f f e c t  o n  GH r e l e a s e  by c l o n i d i n e ,  a 2 -  
a g o n i s t ,  i s  r e d u c e d  i n  d e p r e s s e d  p a t i e n t s .  A f t e r  t r e a t m e n t  t h e  
r e s p o n s e  t o  t h e s e  a g e n t s  r e t u r n s  t o  n o r m a l  ( r e v i e w e d  by M a tu s s e k ,
1984 a n d  C h e c k le y ,  19 8 5 ) .
The s e c r e t i o n  o f  m e l a t o n i n  an d  p r o l a c t i n  i s  a l s o  a b n o r m a l  i n  
d e p r e s s i o n .  M e l a t o n i n  s e c r e t i o n  e x h i b i t s  a  c i r c a d i a n  rh y th m  u n d e r  
t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s u p r a c h i a s m a t i c  n u c l e u s .  T h i s  e f f e c t  i s  
m e d i a t e d  b y  8^ - r e c e p t o r s  ( s e e  a l s o  s e c t i o n  1 .1 .4 . ) .  I n  n o r m a l  
s u b j e c t s ,  m e l a t o n i n  i s  s e c r e t e d  a t  n i g h t  a n d  i s  i n h i b i t e d  by l i g h t .  
S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  a  r e d u c e d  n o c t u r n a l  s e c r e t i o n  o f  
m e l a t o n i n  i n  d e p r e s s i o n  (C h e c k le y ,  1 9 8 5 ) .  A p h a s e  a d v a n c e  i n  i t s  
rh y th m  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  i n  d e p r e s s i v e s  (Lew y, 1984 , q u o t e d  by 
C h e c k le y ,  19 8 5 ) .  A f t e r  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  p a t i e n t s  w i t h  d e s i p r a m i n e  
m e l a t o n i n  s e c r e t i o n  r e t u r n s  t o  n o r m a l  (T hom pson  e t  a l ,  1985, C h e c k le y  
e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
N o r m a l l y ,  p r o l a c t i n  (PRL) s e c r e t i o n  i s  h i g h e s t  a t  n i g h t .  
N o c t u r n a l  s e c r e t i o n  a p p e a r s  t o  be  a b n o r m a l  i n  d e p r e s s i o n ,  p r o b a b l y  
b e c a u s e  i t s  s e c r e t i o n  i s  l i n k e d  t o  s l e e p  w h ic h  i s  a b n o r m a l  i n  
d e p r e s s i o n .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  1 - t r y p t o p h a n  s t i m u l a t e s  r e l e a s e  o f  PRL 
( s e e  a l s o  s e c t i o n  1 .1 .7 . e . ) .  I n  d e p r e s s i o n  t h e  r e s p o n s e  i s
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d i m i n i s h e d  an d  t h i s  s u g g e s t s  a d e f e c t  i n  s e r o t o n e r g i c  c o n t r o l  
( C h e c k l e y ,  1 9 8 5 ) .
( c )  A b n o r m a lity  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  f u n c t i o n
The m a i n  i m p e t u s  f o r  t h e  s t u d y  o f  m o n o a m in e s  i n  d e p r e s s i o n  
cam e  f ro m  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  a n t i d e p r e s s a n t s .  I m i p r a m i n e  w a s  
f i r s t  i n t r o d u c e d  I n  1957. Many o t h e r  a n t i d e p r e s s a n t s  h a v e  b e e n  
m a r k e t e d  s i n c e .  Though t h e i r  p h a r m a c o lo g y  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  
e x t e n s i v e l y ,  t h e i r  mode o f  a c t i o n  i s  s t i l l  l a r g e l y  unknown. 
N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e s e a r c h  h a s  c o n t r i b u t e d  s i g n i f i c a n t l y  i n  
u n d e r s t a n d i n g  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  f u n c t i o n .  T h i s  
h a s  l e d  o v e r  t h e  y e a r s  t o  p o s t u l a t i o n  o f  b i o c h e m i c a l  t h e o r i e s  o f  
d e p r e s s i o n ,  t h e  m a in  o f  w h ic h  a r e  i )  a m in e  d e f i c i e n c y  h y p o t h e s i s ,
i i )  p o s t - s y n a p t i c  m o n o a m i n e r g i c  r e c e p t o r  s u p e r s e n s i t i v i t y  and
i i i )  c h o l i n e r g i c  h y p e r s e n s i t i v i t y .
( 1 ) M onoam ine d e f i c i e n c y  h y p o t h e s i s
M onoamine d e f i c i e n c y  h y p o t h e s i s  i s  by f a r  t h e  m o s t  w i d e l y  
q u o t e d .  I t  s t a t e s  t h a t  d e p r e s s i o n  i s  c a u s e d  by a n  a b s o l u t e  o r  
r e l a t i v e  d e f i c i e n c y  o f  t h e  tw o  m o n o a m in e s ,  5HT (C oppen , 1967) a n d  
n o r a d r e n a l i n e  ( S c h i l d k r a u t ,  196 5) a v a i l a b l e  f o r  n e u r o t r a n s m i s s i o n  a t  
t h e  r e c e p t o r  s i t e s  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  The e v i d e n c e  
w h ic h  g av e  r i s e  t o  t h i s  h y p o t h e s i s  w a s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
s u b s t a n c e s  w h ic h  d e p l e t e d  c e n t r a l  m o n o am in es  s u c h  a s  r e s e r p i n e  c o u l d  
p r e c i p i t a t e  d e p r e s s i v e  i l l n e s s  w h i l e  d r u g s  t h a t  i n c r e a s e d  c e n t r a l  
m o n o am in e  l e v e l s ,  s u c h  a s  m o n o am in e  o x i d a s e  i n h i b i t o r s ,  t r i c y c l i c  
a n t i d e p r e s s a n t s ,  t r y p t o p h a n  a n d  5HTP w e r e  a l s o  e f f e c t i v e  a s
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a n t i d e p r e s s a n t s .
S t u d i e s  o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n o a m in e s  an d  t h e i r  m e t a b o l i t e s  i n  
t h e  CSF o r  p o s t - m o r t e m  b r a i n s  o f  s u i c i d e s  a l s o  l e n t  s u p p o r t .  I n  1966 
A s h c r o f t  a n d  c o l l e a g u e s  r e p o r t e d  t h a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HIAA i s  
r e d u c e d  i n  CSF a n d  p o s t - m o r t e m  b r a i n s  o f  d e p r e s s i v e s  ( r e v i e w e d  by 
C oppen  a n d  Wood, 19 8 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  
5HIAA i n  CSF f o l l o w i n g  p r o b e n e c i d  a d m i n i s t r a t i o n  ( h e n c e  r a t e  o f  5HT 
s y n t h e s i s )  i s  r e d u c e d  i n  d e p r e s s i v e s .  S i m i l a r l y ,  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 -  
h y d r o x y - 4 - m e t h o x y p h e n y l g l y c o l  ( MHPG), t h e  m a i n  m e t a b o l i t e  o f  NA, i s  
r e d u c e d  i n  CSF a n d  p o s t - m o r t e m  b r a i n s  o f  d e p r e s s i v e s  ( r e v i e w e d  by 
Van P r a a g ,  1 9 8 2 ) .
I t  m i g h t  be  w o r t h w h i l e  t a k i n g  n o t e  h e r e  o f  t h e  f a c t  t h a t  
i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a  o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t a b o l i t e s  h a s  b e e n  
c r i t i c i s e d  o n  s e v e r a l  g ro u n d s .  F o r  e x a m p le ,  t h e  o r i g i n  o f  5HIAA i n  
t h e  CSF may n o t  b e  w h o l l y  c e n t r a l  a n d  t h a t  s u i c i d e  c a s e s  may n o t  a l l  
be  d e p r e s s i v e s  ( G r e e n  a n d  C o n s t a i n ,  1 9 8 1 ) .
( i i )  P o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r  s u p e r s e n s i t i v i t y
T he b i o g e n i c  a m in e  d e f i c i e n c y  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  s e v e r e l y  
c h a l l e n g e d  by t h e  d i s c o v e r y  o f c l i n i c a l l y  e f f e c t i v e  a n t i d e p r e s s a n t s  
t h a t  do n o t  i n h i b i t  e i t h e r  m o n o am in e  o x i d a s e  (MAO) en zy m e  o r  t h e  
u p t a k e  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  i n t o  p r e s y n a p t i c  n e r v e  e n d i n g s .  F u r t h e r m o r e  
c l i n i c a l l y ,  t h e r a p e u t i c  r e s p o n s e  t o  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  o c c u r s  
o n l y  a f t e r  l o n g - t e r m  a d m i n i s t r a t i o n ,  i n  c o n s t r a s t  t o  r e - u p t a k e  
b lo c k a d e  o r  MAO i n h i b i t i o n ,  b o t h  o f  w h ic h  a r e  o b s e r v e d  i n  a m a t t e r  o f  
m i n u t e s .  I n  a d d i t i o n ,  som e a g e n t s  a r e  known t o  i n c r e a s e  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n o a m in e s  i n  t h e  CNS e .g .  c o c a i n e  (a  m o d e r a t e l y  
p o t e n t  NA r e - u p t a k e  b l o c k e r  a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s )  y e t  t h e y  a r e
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i n e f f e c t i v e  a s  a n t i d e p r e s s a n t s .  An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  w a s  
t h e r e f o r e  n e c e s s a r y .
S t u d i e s  o n  d e l a y e d  p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r  m e d i a t e d  e v e n t s  s o o n  
y i e l d e d  new d i s c o v e r i e s .  I n  t h e  l a t e  197 0 s ,  i t  w a s  d i s c o v e r e d  t h a t  
c h r o n i c  b u t  n o t  a c u t e  t r e a t m e n t  w i t h  a n t i d e p r e s s a n t s ,  i n c l u d i n g  
e l e c t r o c o n v u l s i v e  t h e r a p y  (ECT), r e d u c e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  
n o r a d r e n a l i n e  r e c e p t o r - c o u p l e d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m  i n  t h e  b r a i n  
( V e n t u l a n l  a n d  S u l s e r ,  1 9 7 5 ;  V e n t u l a n l  e t  a l ,  1976) a n d  t h a t  t h i s  w a s  
a c c o m p a n i e d  by a  d e c r e a s e  i n  t h e  d e n s i t y  o f  & -a d r e n o c e p t o r s  a s  
d e t e r m i n e d  by l i g a n d  b i n d i n g  s t u d i e s  w i t h  t r l t i a t e d
d i h y d r o a l p r  e n o l o l  ( B a n e r j e e  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  i n i  t i e d  f i n d i n g s  h a v e  
s i n c e  b e e n  c o n f i r m e d  i n  m any o t h e r  l a b o r a t o r i e s  ( r e v i e w e d  by  S u l s e r ,
19 84 ) .  I t  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  c e n t r a l  a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r s  a r e  s u p e r s e n s i t i v e  i n  d e p r e s s i v e  i l l n e s s  a n d  t h a t  
a n t i d e p r e s s a n t s  a c t  by d o w n - r e g u l a t i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r s .  T h i s  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  e x t e n d e d  t o  i n c l u d e  t h e  
s e r o t o n e r g i c  s y s t e m s  a s  w e l l  s i n c e  i t  h a s  b e e n  sh o w n  t h a t  
a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  d o w n - r e g u l a t e  c e n t r a l  5HT r e c e p t o r s  
( r e v i e w e d  by O g ren  a n d  Fuxe 19 85).
( i l l )  C h o l i n e r g i c  s y s t e m
I n v e s t i g a t i o n s  r e v e a l  t h a t  c h o l i n e r g i c  s y s t e m  i s  i n v o l v e d  i n  
p a t h o g e n e s i s  o f  a f f e c t i v e  d i s o r d e r s .  Though t h e  n a t u r e  o f  t h e  d e f e c t  
i s  unknow n, i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  m u s c a r i n i c  p o s t s y n a p t i c  
s u p e r s e n s i t i v i t y  i s  a m a j o r  f a c t o r .
E v id e n c e  i m p l i c a t i n g  t h e  c h o l i n e r g i c  s y s t e m  i n c l u d e s :  1 ) d r u g s
a c t i v a t i n g  c h o l i n e r g i c  s y s t e m  p r o d u c e  d e p r e s s i v e  sy m p to m s  an d
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n e u r o e n d o c r i n e  an d  p o l y s o m n o g r a p h i c  d a t a  t y p i c a l  o f  e n d o g e n o u s  
d i s o r d e r s ;  2 ) d r u g s  t h a t  d i r e c t l y  b l o c k  p o s t s y n a t p i c  c e n t r a l  
m u s c a r i n i c  r e c e p t o r s  h a v e  a n t i d e p r e s s a n t  e f f e c t  an d  p r o d u c e  e u p h o r i a .  
H iey  a l s o  u p - r e g u l a t e  a n d  s u p e r s e n s i t i z e  c h o l i n e r g i c  s y s t e m ;
3 )  m o s t  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  a l s o  h a v e  a n t i c h o l i n e r g i c  p r o p e r t i e s .
A d m i n i s t r a t i o n  o f  c h o l i n e r g i c  a g e n t s  t o  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  
p r o d u c e  a n  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  n o r a d r e n e r g i c  s y s t e m  a s  m a n i f e s t e d  
by i n c r e a s e d  r e l e a s e  a n d  s y n t h e s i s  o f  n o r a d r e n a l i n e  b o t h  i n  t h e  b r a i n  
a n d  i n  t h e  p e r i p h e r y .  H y p e r a c t i v i t y  i n  a n i m a l s  f o l l o w i n g  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  c a r b a c h o l ,  a  c h o l i n e r g i c  a g o n i s t ,  i n t o  t h e  l i m b i c  
s y s t e m  i s  b e l i e v e d  t o  be m e d i a t e d  by t h e  m o n o a m i n e r g i c  s y s t e m .
E v id e n c e  t h e r e f o r e  p o i n t s  t o  a  b a l a n c e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
c h o l i n e r g i c  a n d  m o n o a m i n e r g i c  s y s t e m  and  t h a t  h y p e r c h o l i n e r g i c  s y s t e m  
l e a d s  t o  d e p r e s s i o n  w h i l e  a  h y p e r m o n o a m ln e r g i c  s y s t e m  r e s u l t s  i n  
m a n ia  ( r e v i e w e d  by D i l s a v e r  an d  G re d e n ,  1 9 8 4 ;  D i l s a v e r ,  1986 ) .
C h a p te r  2
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2 .  CIRCADIAN RHYTHM OF TRYPTOPHAN HYDROXYLASE IN THE RAT BRAIN
2 . 1 .  REGULATION OF 5HT SYNTHESIS
T he s y n t h e t i c  p a th w a y  o f  5HT f ro m  L - t r y p t o p h a n  (TRY) i s  o u t l i n e d  
i n  s e c t i o n  1 .1 .4 .  E v id e n c e  i s  r e v i e w e d  h e r e  t o  h i g h l i g h t  t h e  
s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  L - t r y p t o p h a n ,  t h e  o t h e r  c o ­
s u b s t r a t e s  a n d  t h e  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  (T ry~  
OHase) i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  5HT. The r o l e s  o f  t h e  s p o n t a n e o u s  f i r i n g  
r a t e  o f  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  a n d  t h e  p r e - s y n a p t i c  5HT a u t o r e c e p t o r s  
a r e  d i s c u s s e d  i n  C h a p te r  5 .
2 . 1 . 1 .  T r y p to p h a n  a v a i l a b i l i t y  i n  t h e  b r a in
TRY i s  u n iq u e  am ong o t h e r  a m in o  a c i d s  i n  t h a t  i t  i s  e x t e n s i v e l y  
b o u n d  n o n - c o v a l e n t l y  t o  se ru m  a lb u m in .  U nder n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  
c o n d i t i o n s  o n l y  a b o u t  10% o f  TRY i s  f r e e l y  d i f f u s i b l e  an d  i s  i n  r a p i d  
e q u i l i b r i u m  w i t h  b ound  TRY. T h is  b i n d i n g  i s  s p e c i f i c  f o r  L-TRY.
The D - i s o m e r  i s  n o t  bound . O nly  t h e  f r e e ,  unbound  TRY c a n  c r o s s  t h e  
b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  a n d  e n t e r  t h e  b r a i n  t i s s u e .
C u rz o n ,  W urtm an  an d  t h e i r  c o l l e a g u e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  
i n d e p e n d e n t l y  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  t h a t  b r a i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  TRY 
c a n  be v a r i e d  by m a n i p u l a t i n g  p l a s m a  TRY t h r o u g h  d i e t  o r  p e r i p h e r a l  
i n j e c t i o n  o f  TRY ( r e v i e w e d  by C u rzon , 1985).  D e p r i v i n g  r a t s  o f  f o o d  
f o r  2 4 h o u r s ,  f e e d i n g  them  w i t h  T R Y -r ic h  d i e t ,  o r  T R Y -f re e  b u t  h i g h  
c a r b o h y d r a t e  d i e t  a l l  i n c r e a s e  b r a i n  TRY and  5HT s y n t h e s i s .  They 
e x p l a i n e d  t h e  e f f e c t  o f  h ig h  c a r b o h y d r a t e  d i e t  i n  t e r m s  o f  i n s u l i n  
w h ic h  i n c r e a s e s  u p t a k e  by m u s c l e  a n d  h e n c e  d e c r e a s i n g  t h e  p l a s m a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l a r g e  n e u t r a l  am in o  a c i d s  ( m a i n l y  p h e n y l a l a n i n e ,  
t y r o s i n e ,  l e u c i n e ,  i s o l e u c i n e  a n d  v a l i n e ) .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  
p l a s m a  TRY i s  l a r g e l y  u n a f f e c t e d .  S in c e  t h e s e  a m in o  a c i d s  c o m p e te
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f o r  t h e  sa m e  u p t a k e  s y s t e m ,  t h e i r  e f f e c t i v e  r e m o v a l  f rom  p l a s m a  
i n c r e a s e s  t h e  t r a n s p o r t  o f  TRY i n t o  t h e  b r a i n .  D e p r i v a t i o n  o f  f o o d ,  
o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  r e s u l t s  i n  m o b i l i z a t i o n  o f  body f a t  a n d  a n  
i n c r e a s e  i n  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( FFA) i n  p l a s m a  w h ic h  a l s o  b i n d s  t o  
a l b u m i n ,  t h u s  d i s p l a c i n g  TRY. The r e s u l t  i s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
a m o u n t  o f  f r e e  TRY a v a i l a b l e  f o r  t r a n s p o r t  i n t o  t h e  b r a i n .  Though 
FFA b i n d s  t o  a  d i f f e r e n t  s i t e ,  t h e r e  s e e m s  t o  be  som e o v e r l a p  o r  a n  
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  T R Y -b in d in g  s i t e  (McMenamy, 196 5 ).  L o n g - t e r m  
d e p r i v a t i o n  o f  TRY, h o w e v e r ,  e v e n t u a l l y  d e c r e a s e s  b o th  p l a s m a  an d  
b r a i n  TRY a n d  h e n c e ,  b r a i n  5HT s y n t h e s i s .
P a r e n t e r a l  I n t r o d u c t i o n  o f  a  TRY l o a d  t o  r a t s  ( F e r n s t r o m  an d  
W u rtm an ,  1971) m ic e  ( C a r l s s o n  e t  a l . ,  197 2) a n d  d ogs  ( M o l r ,  1974) h a s  
b e e n  sh o w n  t o  l e a d  i n  a  fe w  m i n u t e s  t o  a  r i s e  i n  TRY a n d  5HT 
c o n c e n t r a t i o n  i n  b r a i n  t i s s u e s .  S i m i l a r l y ,  i n f u s i o n  o r  a n  o r a l  
d o s e  o f  TRY i n d u c e d  a n  i n c r e a s e  o f  5HT i n  hum an f r o n t a l  c o r t e x  
(C u rz o n ,  1 981) a n d  CSF (Young a n d  G a u t h i e r ,  1981) r e s p e c t i v e l y .
Any p h a r m a c o l o g i c a l  o r  e n v i r o n m e n t a l  t r e a t m e n t  t h a t  a f f e c t s  
p l a s m a  TRY b i n d i n g  c a n  a l s o  e f f e c t  b r a i n  5HT. D rugs  s u c h  a s  
s a l i c y l a t e s ,  i n d o m e t h a c i n  a n d  p h e n o t h i a z i n e s  d i s p l a c e  TRY f ro m  
a lb u m in  b i n d i n g  a n d  t h e r e b y  r a i s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  TRY. 
S i m i l a r  r e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  w hen  a n i m a l s  a r e  s u b j e c t e d  t o  s t r e s s f u l  
s i t u a t i o n s ,  f o r  e x a m p le ,  e l e c t r i c  s h o c k s  o r  s i m p l y  r e m o v in g  r a t s  f r o m  
a com m unal c a g e  an d  k e e p i n g  them  s i n g l y .  T h i s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  
s t r e s s - r e l a t e d  l i p o l y s i s ,  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  FFA i n  t h e  p l a s m a  
w h ic h  d i s p l a c e  TRY a l b u m i n  b i n d i n g  (C u r z o n ,  1 9 8 1 ) .
C u rzo n  a n d  c o - w o r k e r s  h a v e  p r o p o s e d  t h e  u s e  o f  t h e  r a t i o  o f  f r e e  
t o  t o t a l  p l a s m a  TRY a s  a n  i n d e x  o f  a v a i l a b i l i t y  o f  TRY u p t a k e  i n t o
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t h e  b r a i n  w h i l e  W u r tm a n  a n d  h i s  g ro u p  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  c o m p e t i n g
a m in o  a c i d s  s h o u l d  be t a k e n  i n t o  a c c o u n t  (C u rz o n ,  19 85).
The p a s s a g e  o f  TRY f r o m  p l a s m a  t h r o u g h  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r
i n t o  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  (CSF) a n d  u p t a k e  a t  t h e  n e u r o n a l  o r  g l i a l  
c e l l  m e m b ra n e s  i n v o l v e  c a r r i e r - m e d i a t e d  a s  w e l l  a s  n o n - s a t u r a b l e  
d i f f u s i o n  p r o c e s s  ( P r a t t ,  1 9 7 9 ;  S o u r k e s ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  i n  e x p e r i m e n t s  w i t h  b r a i n  s l i c e s  o r  s y n a p t o s o m a l  
p r e p a r a t i o n s .  The p r e s e n c e  o f  h i g h  a n d  lo w  a f f i n i t y  u p t a k e  
m e c h a n i s m s  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  n e w ly  a r r i v e d  TRY i s  
p r e f e r e n t i a l l y  c o n v e r t e d  t o  5HT h a s  l e a d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  TRY 
i n  t h e  b r a i n  i s  p r o b a b l y  d i s t r i b u t e d  i n  tw o  c o m p a r t m e n t s  (Hamon e t  a l  
197 4 ) .  The h i g h  c a p a c i t y  u p t a k e  s y s t e m  w h ic h  u n d e r  n o r m a l  
c i r c u m s t a n c e s  a c c o u n t s  f o r  a b o u t  6 C% o f  TRY i n f l u x  i n t o  t h e  b r a i n  i s  
s u b j e c t  t o  c o m p e t i t i o n  by t h e  l a r g e  n e u t r a l  a m in o  a c i d  w h i l e  t h e  lo w  
c a p a c i t y  s y s t e m  i s  n o t  (M ans e t  a l ,  197 9 ) .  Any a l t e r a t i o n  i n  t h e  
e f f i c i e n c y  o f  t h e  c a r r i e r  s y s t e m  w o u ld  t h e r e f o r e  be e x p e c t e d  t o  h a v e  
a n  e f f e c t  o n  t h e  t r a n s p o r t  o f  TRY a n d  c o n s e q u e n t l y  o f  b r a i n  5HT.
P la s m a  an d  b r a i n  TRY c o n c e n t r a t i o n  n o r m a l l y  show c i r c a d i a n  
r h y t h m s .  I n  r o d e n t s  t h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  a n d  t o t a l  TRY 
(a n d  t h e  r a t i o  f r e e / t o t a l  TRY) p e a k s  d u r i n g  t h e  d a r k  a n d  t h i s  i s  
e a s i l y  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  a n i m a l s  co n su m e m o s t  o f  
t h e i r  f o o d  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  (M o rg an  a n d  Yndo, 1973).  Thus p l a s m a  
TRY r h y th m  i s  i n f l u e n c e d  by fo o d  i n t a k e .  The rh y th m  o f  b r a i n  TRY i s  
i n  t u r n  d e p e n d e n t  u p o n  f r e e  p l a s m a  TRY (H e ry  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  M organ  e t  
a l . ,  197 5 ) .  I n  g e n e r a l ,  b r a i n  TRY a n d  5HIAA a r e  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  
t h a n  l i g h t  p e r i o d  a n d  o u t  o f  p h a s e  w i t h  t h a t  o f  b r a i n  5HT (H e ry  e t  
a l ,  1 9 7 7 ) .
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2 .1 .2 .  The r o l e  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y la s e  (T ry -O H a se)
( a )  H i s t o r i c a l  n o t e  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  TRY-CHase
Gal an d  c o - w o r k e r s  (1963) r e p o r t e d  t h e  f i r s t  e v i d e n c e  o f  
t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  i n  t h e  b r a i n .  They fo u n d  t h a t  i n t r a c e r e b r a l  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  TRY t o  t h e  r a t  a n d  t h e  p i g e o n  l e d  t o  
f o r m a t i o n  o f  l a b e l l e d  5HT. Soon  a f t e r ,  G r a h a m -S m i th  (1 9 6 4 ,  1967) 
d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s p e c i f i c  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  i n  
b r a i n  t i s s u e s  o f  r a b b i t s  a n d  d o g s .  S in c e  t h e s e  i n i t i a l  d i s c o v e r i e s  
w e r e  m ade i t  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  by s e v e r a l  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  t h a t  
TRY-CHase i s  i n d e e d  p r e s e n t  i n  t h e  m a m m a lia n  b r a i n  a n d  t h a t  i t  i s  n o t  
u n i f o r m l y  d i s t r i b u t e d .  The p i n e a l  g l a n d  h a s  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y .
The b r a i n s t e m ,  h y p o t h a l a m u s ,  c a u d a t e  n u c l e u s  an d  a m y g d a la  h a v e  
r e l a t i v e l y  h i g h e r  a c t i v i t y  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  b r a i n .  A c t i v i t y  i s  
a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y ,  l u m b o s a c r a l  r e g i o n  o f  t h e  s p i n a l  
c o r d  an d  t h e  n e r v e  e n d i n g s  (R en so n ,  1973 ; G re e n  a n d  G ra h a m -S m i th ,
197 5 ) .
( b )  R e g u la t o r y  p r o p e r t i e s  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y la s e
T ry -O H ase  ( o r  EC 1 .1 4 .1 6 .4 ,L - t r y p t o p h a n ;  t e t r a -  
h y d r o p t e r i d i n e :  o x y g e n  o x i d o r e d u c t a s e )  i s  a  m i x e d - f u n c t i o n  o x i d a s e .
I t  r e q u i r e s  t h r e e  s u b s t r a t e s :  L - t r y ,  m o l e c u l a r  o x y g e n  a n d  a  r e d u c e d  
p t e r i d i n e  c o f a c t o r ,  now c o n s i d e r e d  t o  be L - e r y t h r o -  
t e t r a h y d r o b i o p t e r l n  ( 2 - a m i n o - 4 - h y d r o x y - 6 [ L - e r y t h r o - 1 '2 ' - d i h y d r o x y -  
p r o p y l ] - 5 , 6 ,7  , 8 - t e t r a h y d r o p t e r i d i n e ) .  I n  t h e  h y d r o x y l a t i o n  r e a c t i o n ,  
o n e  a to m  o f  m o l e c u l a r  o x y g e n  i s  u s e d  i n  t h e  5 - h y d r o x y l a t i o n  o f  TRY 
w h i l e  t h e  o t h e r  i s  r e d u c e d  t o  w a t e r .  E l e c t r o n s  a r e  d o n a t e d  by t h e  
t e t r a h y d r o b i o p t e r i n  (BH^) c o f a c t o r  a n d  t h e  u n s t a b l e  q u i n o n o i d  
d i h y d r o p t e r i n  t h a t  r e s u l t s  i s  i m m e d i a t e l y  c o n v e r t e d  b a c k  t o  t h e  BH.
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fo rm  by NAEH ( N A D PH )-linked  d i h y d r o p t e r i d i n e  r e d u c t a s e .  F o r  e v e r y  
m o le  o f  BH4 o x i d i s e d  o n e  m o le  o f  5 - h y d ro x y  t r y p t o p h a n  i s  g e n e r a t e d  
(K au fm an ,  1 9 7 4 ) .  T he w h o le  r e a c t i o n  c a n  be r e p r e s e n t e d  a s  f o l l o w s :
t r y p to p h o n  +  0 2
t ry p to p h a n
hydroxylose
5 -h y d ro x y  t ryp tophan
+  h2o
S H H ?  V .
h’HJT*N N"Vh 
2 H H
t e t r a h y d ro b io p te r in
0  H ? ? 
H n A ^ N v ^ C -C -C H ,
i X I6h°hHN N'^N"x'H  
H H
quinonoid d ihydrob iop te r in
NADt
quinonoid  d ih y d ro ­
p terid ine r e d u c ta s e
NADH + H*
Fig.2.1 The regeneration of tetrahydrobiopterin
I t  i s  e v i d e n t  f r o m  t h i s  s c h e m a t i c  o u t l i n e  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  
T ry -O H ase  c a n  be l i m i t e d  by t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  TRY, o x y g e n  a n d  BH^.
The c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  i s  now d i s c u s s e d  i n  
m o re  d e t a i l .
The r o l e  o f  TRY h a s  b e e n  d e a l t  w i t h  i n  t h e  l a s t  s e c t i o n .
S u f f i c e  i t  t o  s a y  h e r e  t h a t  u n d e r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  t h e  
Km o f  TRY-OHase f o r  TRY i n  r a t s  a n d  r a b b i t s  ( 2 0 - 5 0  MM) i s  a b o v e  t h e  
t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n  o f  TRY i n  t h e  b r a i n ,  w h ic h  i s  a b o u t  3 0  mM 
( C a r l s s o n  a n d  L i n d q v i s t ,  197 8 a) a s s u m i n g  a  u n i f o r m  d i s t r i b u t i o n ,  
th o u g h  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  t h e  c o n t r a r y  (N e c k e r s  e t  a l . ,  1977).
The enzym e t h e r e f o r e  o p e r a t e s  b e lo w  c a p a c i t y  and  any  i n c r e a s e  i n  TRY 
s u b s e q u e n t l y  l e a d s  t o  a  h i g h e r  r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s .  H ow ever ,  L o v e n b e rg
a n d  Kuhn (19 82) h a v e  a r g u e d  t h a t  a v a i l a b i l i t y  o f  TRY p e r  s e  may n o t  
be t h a t  c r i t i c a l  b e c a u s e  o f  t h e  o b s e r v a t i o n s ,  among o t h e r s ,  t h a t  a 
n i n e - f o l d  i n c r e a s e  i n  TRY c o n c e n t r a t i o n  i s  f o l l o w e d  by o n l y  a b o u t  1.5 
f o l d  i n c r e a s e  i n  5HT a n d  t h a t  5HT l e v e l  r e a c h e s  m a x im a l  v a l u e  6 0  m in  
a f t e r  a  l o a d  o f  TRY w h ic h  t a k e s  o n l y  a b o u t  1 0  m in  t o  r e a c h  i t s  
maximum c o n c e n t r a t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  i t  i s  known t h a t  u n d e r  c e r t a i n  
c o n d i t i o n s  o f  s e v e r e  d e p l e t i o n  o f  TRY i n  t h e  b r a i n  t h e r e  i s  a n  
a c t i v a t i o n  o f  TRY-CHase. I t s  Vmax f o r  TRY i s  e n h a n c e d  by a b o u t  15 -  
5 0%. T h i s  i s  b e l i e v e d  t o  h e l p  i n  m a i n t a i n i n g  5HT s y n t h e s i s  w i t h i n  
n o r m a l  r a n g e ,  t h e r e b y  c o m p e n s a t i n g  f o r  i n a d e q u a t e  a m o u n ts  o f  TRY 
( B o a d l e - B i b e r ,  19 8 2 ) .
Though p r e c i s e  v a l u e s  o f  o x y g e n  t e n s i o n  i n  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  
i n  b r a i n  t i s s u e s  h a v e  n o t  b e e n  m e a s u r e d ,  e s t i m a t e s  p l a c e  i t  w i t h i n  
t h e  r a n g e  o f  t h e  Km o f  T ry -O H ase  f o r  0 2 , w h ic h  i s  a b o u t  2.5% i n  t h e  
r a b b i t  ( F r i e d m a n ,  K ap p e lm an  a n d  Kaufm an, 197 2 ).  I t  h a s  a l s o  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  ( a s  w o u ld  be p r e d i c t a b l e )  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
p a r t i a l  p r e s s u r e  o f  O2 i n  i n s p i r e d  a i r  i s  a c c o m p a n ie d  by a 
p r o p o r t i o n a l  r i s e  i n  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  5HT i n  t h e  b r a i n .  
S i m i l a r l y ,  a d e c r e a s e  i n  o x y g e n  t e n s i o n  d i m i n i s h e s  t h e  a c t i v i t y  o f  
TRY-CHase ( D a v i s  e t  a l ,  197 3; D a v i s  a n d  C a r l s s o n ,  197 3 ) .
A n o th e r  p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  c e n t r e  f o r  t h e  a c t i v i t y  o f  TRY- 
OHase i s  a t  t h e  t e t r a h y d r o b i o p t e r i n  (BH^) s i t e .  T h i s  c o f a c t o r  i s  
s y n t h e s i s e d  i n  t h e  b r a i n  f ro m  g u a n i n e  t r i p h o s p h a t e  (GTP). I t s  
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r a t  b r a i n  r a n g e s  f ro m  0.5 t o  1 .0  yM a n d  i t s  
d i s t r i b u t i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  t h a t  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  T ry-O H ase  a n d  
t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e  ( L e v in e ,  Kuhn a n d  L o v e n b e rg ,  197 9 ) .  S in c e  i t s  
c o n c e n t r a t i o n  i s  b e lo w  t h e  Km o f  T ry -O H ase ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  i t s  
a v a i l a b i l i t y  may be l i m i t i n g  on  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e. H ow ever ,
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t h i s  p o s s i b i l i t y  h a s  n o t  b e e n  s u c c e s s f u l l y  t e s t e d  d i r e c t l y  b e c a u s e  
a d d i t i o n  o f  t h e  c o f a c t o r  t o  ^ n  v i t r o  s y s t e m s  e .g .  s y n a p t o s o m a l  
p r e p a r a t i o n s  o r  i t s  i n j e c t i o n  i n t r a v e n t r i c u l a r l y  p r i o r  t o  i s o l a t i o n  
o f  s y n a p t o s o m e s  h a v e  d ra w n  a b l a n k  ( B u l l a r d  e t  a l ,  197 8 ). On t h i s  
b a s i s  i t  h a s  b e e n  a r g u e d  t h a t  s a t u r a t i n g  l e v e l s  o f  BH^ may n o t  be 
I m p o r t a n t ,  b u t  r a t h e r  t h e  r a t e  o f  i t s  r e g e n e r a t i o n  f r o m  q u i n o n o i d  
d i h y d r o b i o p t e r i n  (QEHB) (G a l ,  1 9 8 1 ) .  As e x p l a i n e d ,  e a r l i e r  t h i s  
p r o c e s s  i s  c a t a l y s e d  by NADH ( o r  N A D PH )-dependent QDHB r e d u c t a s e .
T he a c t i v i t y  o f  t h i s  en zy m e  o r  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  NADH ( o r  NADPH) 
c o u l d  a l s o  e x e r t  a r e g u l a t o r y  r o l e  on  TRY-QHase.
S y n t h e t i c  f o r m s  o f  t h e  p t e r i d i n e  c o f a c t o r  n o t a b l y  6 -MFH4 ( 2 -  
a m i n o - 4 - h y d r o x y - 6 - m e t h y l - 5 ,6 ,7 , 8- t e t r a h y d r o b i o p t e r i d i n e )  a n d  DMPH4 
( 2 -a m  i n o - 4 - h y d r o x y - 6 , 7 - d i m e t h y l - 5 , 6 , 7 , 8 - t e t r a h y d r o p t e r i d i n e )  h a v e  
b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  i n  t h e  s t u d i e s  o f  T ry -O H ase  a c t i v i t y .  They 
h a v e  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  m o re  s t a b l e  t h a n  t h e  n a t u r a l  BH^. W ith  
t h e  u se  o f  t h e s e  f o r m s  o f  t h e  c o f a c t o r  Km f o r  a n d  T ry  a r e  much 
h i g h e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  BH4 an d  t h i s  l e d  i n  t h e  p a s t  t o  
e r r o n e o u s  i n t e r p r e t a t i o n s  c o n c e r n i n g  t h e  r o l e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  (K aufm an , 197 4 ) .  S e c o n d ly ,  i t  h a s  a l s o  b e e n  
r e p o r t e d  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L - t r y  i n h i b i t  T ry -O H ase  _in v i t r o  
i n  p r e s e n c e  o f  BH4 b u t  n o t  t h e  s y n t h e t i c  f o r m s  o f  t h e  c o f a c t o r  
( F r i e d m a n ,  K appe lm an  a n d  Kaufm an, 197 2).
A l th o u g h  T ry -O H ase  i s  n o t  n o r m a l l y  i n h i b i t e d  by m o d e r a t e l y  h ig h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  5HT Jin v i t r o , t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  a n  _in v i v o  
i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  5HT b r o u g h t  a b o u t  by s a y ,  MAOI t r e a t m e n t ,  
c a n  i n h i b i t  i t s  own s y n t h e s i s ,  th o u g h  t h i s  w as  o n l y  o b s e r v e d  i n  
f o r e b r a i n  a n d  n o t  i n  t h e  m i d b r a i n  raphe. (T appaz  an d  P u j o l ,  19 80).
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F or t h i s  r e a s o n ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  a n a l o g o u s  mechanisms may 
h a v e  a  p a r t  t o  p l a y  i n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  o f  5HT s y n t h e s i s  
( B o a d l e - B i b e r ,  19 82) .
B e s i d e s  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  TRY, an d  BH4 , r e g u l a t i o n  o f  5HT 
s y n t h e s i s  c o u l d  a l s o  i n v o l v e  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  
o f  TRY-QHase (Hamon e t  a l ,  1 9 8 1 a ,b ) .  F o r  i n s t a n c e ,  i t  h a s  b e e n  
p r o p o s e d  t h a t  o n e  m e c h a n is m  f o r  a c t i v a t i o n  o f  t h e  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  
o f  t h i s  en zy m e i s  i n d u c e d  by  Ca^+- d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  w h ic h  
p h o s p h o r y l a t e s  i t  l e a d i n g  t o  a l o s s  o f  a  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  (Hamon e t  
a l . ,  1 9 8 1 a ) .
2 .2 .  EVIDENCE FOR CIRCADIAN RHYTHM OF TRYPTOIHAN HYDROXYLASE 
ACTIVITY IN THE CNS
T he s t u d y  o f  t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  T ry -C H ase  h a s  a t t r a c t e d  
w i d e  i n t e r e s t  a m o n g s t  i n v e s t i g a t o r s  m a i n l y  b e c a u s e  i t  c a t a l y s e s  t h e  
r a t e  l i m i t i n g  s t e p  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  5-HT. I t  w a s  t h e r e f o r e  t h e  
o b v i o u s  c h o i c e  i n  t h e  a t t e m p t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  c i r c a d i a n  r h y th m  i n  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT s o  w e l l  d o c u m e n te d  i n  b r a i n s  o f  l a b o r a t o r y  
a n i m a l s .
C o n t r o v e r s y  h a s  p e r s i s t e d  o n  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  a c t i v i t y  o f  T r y -  
CHase i s  s u b j e c t  t o  c i r c a d i a n  r h y th m .  W h i l s t  som e w o r k e r s  h a v e  
r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  r h y th m ,  o t h e r s  h a v e  n o t .  Some h a v e  
d e t e r m i n e d  t h e  a c t i v i t y  i n  w h o le  b r a i n  w h i l e  o t h e r s  h a v e  o p t e d  f o r  
d i s c r e t e  b r a i n  a r e a s  a n d  n u c l e i .  B rown, N i c h o l a s s  a n d  R e d f e r n  (1982) 
d i d  n o t  f i n d  an y  rh y th m  i n  s y n a p to s o m e s  p r e p a r e d  f r o m  w h o le  r a t  
b r a i n .  S i m i l a r l y  D e g u c h i  ( 1 9 7 7 ) ,  and  M cLennan a n d  L e e s  (197 8 ) h a d  
e a r l i e r  r e p o r t e d  t h e  a b s e n c e  o f  an y  rh y th m  i n  t h e  r a t  p i n e a l  a n d  
m i d b r a i n  a n d  s t r i a t u m  r e s p e c t i v e l y .  The l a t t e r  g r o u p  d i d  h o w e v e r
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d e t e c t  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  Km f o r  BH^ d u r i n g  t h e  s u b j e c t i v e  
d a y t i m e .
H o w e v e r ,  Kan e t  a l . ,  (1 9 7 7 )  f o u n d  a  s i g n i f i c a n t  r h y th m  i n  t h e  
s t r i a t u m  a n d  raphe ,  n u c l e i  o f  t h e  r a t .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  r e p o r t e d  
i n  m ic e  by N a t a l i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  a n d  i n  t h e  r a t  b r a i n s t e m  by C a h i l l  
a n d  E h r e t  ( 1 9 8 1 ) .  The rh y th m  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  
p i n e a l  enzym e (T o r u  e t  a l . ,  197 9; S h ib u y a ,  T o ru  a n d  W a ta n a b e ,  197 8 ) .  
I n  a l l  c a s e s  w h e r e  t h e  rh y th m  w a s  o b s e r v e d ,  t h e  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  
be  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  t h a n  i n  t h e  l i g h t  p e r i o d .
On b a l a n c e  t h e n ,  i t  w o u ld  seem  t h a t  t h e r e  i s  a  good c a s e  f o r  a 
c i r c a d i a n  c o n t r o l  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -O H ase .  The m e c h a n ism  f o r  
g e n e r a t i n g  t h i s  r h y th m ,  h o w e v e r ,  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d ;  th o u g h  
t h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  i n  t h e  p i n e a l  g l a n d  i t  i s  r e g u l a t e d  
by  t h e  n o r a d r e n e r g i c  s y s t e m  w h ic h  i n d u c e s  i n c r e a s e d  s y n t h e s i s  o f  t h e  
en zy m e  i n  t h e  d a r k  p e r i o d  (T o ru  e t  a l ,  197 9; S i t a r a m  an d  L e e s ,  197 8 ) .  
T h i s  p ro b le m  i s  a d d r e s s e d  t o  f u r t h e r  i n  C h a p t e r  5 .
2 .3  .  ASSAY OF TRYPTOIHAN HYDROXYLASE
The m e th o d  u s e d  f o r  a s s a y  o f  T ry -O H ase  w a s  a d a p t e d  f r o m  t h a t  o f  
I c h iy a m a  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  ( I c h i y a m a  e t  a l ,  1 970).  I t  i n v o l v e s  t h e  
u s e  o f  LTRY r a d i o - l a b e l l e d  a t  t h e  c a r b o x y l  s i d e  c h a in .  The r e a c t i o n  
i s  i l l u s t r a t e d  a s  f o l l o w s ,  w i t h  t h e  l a b e l l e d  a to m  o n  t h e  
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Fig. 2.3 The metabolism of Q^cfJ L-Tryptophan.
14 C02 r e l e a s e d  a t  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  s t e p  i s  t r a p p e d  an d  c o u n te d  by 
a s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .
T h i s  m e th o d  e x p l o i t s  t h e  f a c t  t h a t  5 HTP d e c a r b o x y l a s e  h a s  a much 
h i g h e r  a f f i n i t y  f o r  5HTP t h a n  L-TRY, t h e  r e s p e c t i v e  Km's b e in g  2xlO “ 6 M 
and  3x10“ ^ M (L o v e n b e rg  e t  a l ,  196 2 ).  Thus i n  a m i x t u r e  o f  t h e  tw o  
am in o  a c i d s  w i t h  low  c o n c e n t r a t i o n  o f  L-TRY, 5HTP i s  p r e f e n t i a l l y  
d e c a r b o x y l a t e d .
S in c e  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  5 HTP d e c a r b o x y l a s e  i s  much
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g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  T ry -C H ase  ( 7 0 - 1 0 0  t i m e s )  an y  h y d r o x y l a t e d  L-TRY 
i s  i m m e d i a t e l y  de c a r  boxy l a  t e d ,  s o  t h a t  i n  p r e s e n c e  o f  a n  e x c e s s  o f  
5 HTP d e c a r b o x y l a s e  no 5 HTP a c c u m u l a t e s .  The nu m b er  o f  m o l e s  o f  ^ 4 C02 
c o l l e c t e d  t h e r e f o r e  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  n u m b er  o f  m o l e s  o f  l a b e l l e d  L- 
t r y  an^J i n  e f f e c t  g i v e s  a n  i n d e x  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -O H ase .  T h i s  
a s s u m p t i o n  h a s  b e e n  i n f e r r e d  f ro m  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  L-TRY 
h y d ro x y  l a  t i o n  w h ic h  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  ( F r i e d m a n ,  K ap p e lm an  a n d  
Kaufm an, 1972) a s :  L-TRY + BH4 + 0^ ------- > 5HTP + QDHBHj + ^ O t
T h e  s u c c e s s  o f  t h e  a s s a y  d e p e n d s  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L-TRY 
b e i n g  k e p t  v e r y  l o w  ( b e lo w  2 0  pM) o t h e r w i s e  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  
s i g n i f i c a n t  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  L-TRY t o . f o r m  t r y p t a m i n e  o c c u r s  
( I c h i y a m a  e t  a l ,  1970).  I t  i s  t h e r e f o r e  w o r t h  p o i n t i n g  o u t  a t  t h e  
o u t s e t  t h a t  t h i s  m e th o d  i s  n o t  s u i t a b l e  f o r  s t u d y i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  
T ry -C H ase  a t  s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L-TRY. A n o th e r  d r a w b a c k  
w i t h  t h i s  t e c h n i q u e  i s  t h a t  i t  c a n n o t  be a p p l i e d  t o  c r u d e  e n z y m a t i c  
e x t r a c t s  f ro m  t i s s u e s  s u c h  a s  t h e  l i v e r  w h e r e  o t h e r  p a t h w a y s  o f  L - t r y  
m e t a b o l i s m  e x i s t s .
O th e r  t e c h n i q u e s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  a s s a y  o f  TRY-QHase. H ie  
m o s t  d i r e c t  m e th o d  i n v o l v e s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  5HTP w h ic h  a c c u m u l a t e s  
w hen  a  d e c a r b o x y l a s e  i n h i b i t o r  i s  i n c l u d e d  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  
5HTP c a n  t h e n  be d e t e c t e d  f l u o r o m e t r l c a l l y  ( F r i e d m a n ,  K appelm an  a n d  
K aufm an, 1972) o r  by t h e  new t e c h n i q u e s  o f  H igh  P r e s s u r e  L i q u i d  
C h ro m a to g ra p h y  w i t h  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n .  O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  
h a v e  u s e d  L -T ry  r a d i o l a b e l l e d  w i t h  a t  t h e  s i d e  c h a i n  a n d  t h e n  
i s o l a t e d  r a d i o l a b e l l e d  5HTP f o r m e d  by t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  (Kan 
e t  a l ,  1977).  T h ese  an d  o t h e r  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  by 
B o a d l e - B i b e r  ( 19 8 2 ) .
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2 . 4 .  P r o p e r t i e s  o f  t h e  s y n a p t o s o a a l  t r y p t o p h a n  h y d r o x y la s e
When b r a i n  t i s s u e  i s  h o m o g e n iz e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  m e th o d  o f  G ray  and  W h i t t a k e r  (196 2 , r e v i e w e d  by De R o b e r t i e s ,  
1967) t h e  s h e a r e d - o f f  m e m b ra n e s  a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s  r e s e a l  
e n t r a p p i n g  p a r t  o f  t h e  c y t o s o l  t o  f o r m  s y n a p to s o m e s .  I t  c o n t a i n s  
p a r t  o f  t h e  s o l u b l e  c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n t s  s u c h  a s  l a c t a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s ,  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  i o n s  s u c h  
a s  K+, a m in o  a c i d s ,  n e u r o t r a n s m i t t e r s  e t c .  The s y n a p to s o m e  i s  
c a p a b l e  o f  h i g h  r e s p i r a t i o n  a n d  a  w id e  r a n g e  o f  b i o s y n t h e t i c  
r e a c t i o n s  ( r e v i e w e d  by De B e l l e r o c h e  a n d  B r a d f o r d ,  1 9 7 3 ) .
I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  by s e v e r a l  I n v e s t i g a t o r s  t h a t  
s y n a p to s o m e s  c o n t a i n  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e .  A b o u t 4 0 -7  0% o f  t h e  
a c t i v i t y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  i t  w h i l e  t h e  r e s t ,  t h e  s o - c a l l e d  s o l u b l e  
en z y m e ,  i s  r e t a i n e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  ( G r a h a m - S m i th ,  1 9 6 7 ) .  
The s y n a p to s o m e  i s  a n a l o g o u s  t o  t h e  ^ n  s i t u  s i t u a t i o n  a n d  t h u s  t h e  
a s s a y  o f  T ry -O H ase  d o e s  n o t  r e q u i r e  a n y  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  
p t e r l d l n e  c o f a c t o r ,  NADH2 o r  r e d u c i n g  a g e n t s .  The enzym e i n  t h e  
w h o le  h o m o g e n a te  b e h a v e s  l i k e w i s e .  On t h e  o t h e r  h a n d  t h e  a c t i v i t y  i n  
t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o r  a p a r t i a l l y  p u r i f i e d  en zy m e sh o w s  a n  
a b s o l u t e  d e p e n d e n c e  o n  e x o g e n o u s  c o f a c t o r ,  a n d  NAD^ a n d  
d l h y d r o p t e r i d i n e  r e d u c t a s e .  The r e d u c i n g  s y s t e m  c o u l d  be r e p l a c e d  by 
h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u l f h y d r y l  com p o u n d s  e .g .  m e r c a p t o e t h a n o l  o r  
d i t h i o t h r e i t o l .  C a t a l a s e  o r  F e ^ + i s  a l s o  i n c l u d e d  t o  r e d u c e  H2 o^ 
f o r m e d  f ro m  s i d e  r e a c t i o n  w h ic h  w o u ld  o t h e r w i s e  a c c u m u l a t e  a n d  
i n h i b i t  t h e  enzym e ( I c h i y a m a  e t  a l ,  197 0 ; F r i e d m a n ,  K ap p e lm an  a n d  
Kaufman, 1972 ; L o v e n b e rg ,  J e q u i e r  a n d  S jo e r d s m a ,  1 968 ;  G ra h a m - S m i th ,  
1 967) .
T ry-O H ase  i n  t h e  s y n a p to s o m e ,  a l i a s  t h e  " p a r t i c u l a t e "  en zy m e ,
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c a n  be r e l e a s e d  w h e n  t h e  p r e p a r a t i o n  I s  s u b j e c t e d  t o  a n  o s m o t i c  s h o c k ,  
a f t e r  w h i c h  I t  b e h a v e s  l i k e  t h e  s o l u b l e  en z y m e ,  i t s  a c t i v i t y  
r e v e r t i n g  t o  c o m p l e t e  d e p e n d e n c e  on  t h e  e x o g e n o u s  c o f a c t o r  a n d  t h e  
r e d u c i n g  s y s t e m  ( G r a h a m - S m i th ,  1967).  T h i s  o b s e r v a t i o n  l e d  G ra h a m -  
S m i t h  an d  h i s  a s s o c i a t e s  t o  d o u b t  t h e  n o t i o n  o f  t h e  ' s o l u b l e ” a n d  
”p a r t i c u l a t e ” s u b - t y p e s  o f  t h e  enzym e ( G r e e n  a n d  G r a h a m - S m i th ,  197 5 ).  
T h ey  h o l d  t h e  v i e w  t h a t  t h e  o n l y  d i f f e r e n c e  i s  due t o  t h e  t e c h n i q u e  
o f  p r e p a r a t i o n .
T h ro u g h o u t  t h i s  w o r k  s y n a p t o s o m e s  o r  w h o l e  h o m o g e n a t e s  w e r e  u s e d  
a s  a  s o u r c e  o f  t h e  en z y m e .  As e x p l a i n e d  a b o v e ,  t h e  e n d o g e n o u s  p t e r i -  
d i n e  c o f a c t o r  (BH^) a n d  NAEH2 ( NADPH2 ) a r e  r e t a i n e d  i n t a c t  i n  t h e s e  
p r e p a r a t i o n s  a n d  h e n c e  t h e  n e e d  t o  a d d  e x o g e n o u s  f o r m s  i s  o b v i a t e d .
2 . 5 .  CABINETS AND ANIMAL MAINTENANCE
S p e c i a l l y  c o n s t r u c t e d  c a b i n e t s  w e r e  u s e d  t o  h o u s e  t h e  r a t s .  
D o m e s t i c  e x t r a c t o r  f a n s  ( P h i l l i p s ,  Type HR 3408) w e re  f i t t e d  t o  d raw  
a c o s t a n t  c u r r e n t  o f  a i r  t h r o u g h  t h e  c a b i n e t s .  One f a n  s e r v e d  f o u r  
c a b i n e t s .  L i g h t i n g  w a s  s u p p l i e d  i n  e a c h  c a b i n e t  by a  s m a l l  w h i t e  8 
w a t t  f l u o r e s c e n c e  t u b e  ( P h i l l i p s  TL 8 W), w i t h  t h e  ch o k e  r e m o v e d  a n d  
r e f i t t e d  o u t s i d e  t h e  c a b i n e t  t o  p r e v e n t  o v e r h e a t i n g .  Each  l i g h t  w a s  
c o n n e c t e d  t h r o u g h  a  t i m e  s w i t c h  (S an g am o  T im e C o n t r o l s ) .  P l a s t i c  
foam  s t r i p s  (1.3 cm) w e r e  g l u e d  t o  t h e  p e r i m e t e r  o f  t h e  i n n e r  d o o r  
t o  e n s u r e  l i g h t  p r o o f i n g .  Sound  i n s u l a t i o n  w a s  im p ro v e d  by l i n i n g  
t h e  i n s i d e  o f  e a c h  c a b i n e t  by 1.3 cm p o l y s t y r e n e  s h e e t s .  T h ese  
c a b i n e t s  h a d  e a r l i e r  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  a n d  fo u n d  t o  be a d e q u a t e  
( H i l l i e r ,  D a v ie s  a n d  R e d f e r n ,  1 9 7 3 ) .
The a n i m a l s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  a  12 h r  l i g h t :  12 h r  d a r k
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(LD12:12) c y c l e .  S in c e  t h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  d u r i n g  t h e  
n o r m a l  w o r k i n g  h o u r s  i n  t h e  l a b o r a t o r y ,  t h i s  n e c e s s i t a t e d  som e 
a n i m a l s  b e i n g  p h a s e - s h i f t e d .  A t l e a s t  14 d a y s  w a s  a l l o w e d  t o  e n t r a i n  
t h e  a n i m a l s  t o  t h e  new l i g h t - d a r k  c y c l e  b e f o r e  u s e  i n  t h e  
e x p e r i m e n t s .  When t h e  a n i m a l s  h a d  t o  be k i l l e d  o r  i n j e c t e d  i n  t h e  
d a r k  p h a s e ,  t h e  l a b o r a t o r y  w a s  i l l u m i n a t e d  o n l y  by a  p h o t o g r a p h i c  r e d  
l a m p  s i n c e  i t  h a s  b e e n  sh o w n  t h a t  r e d  l i g h t  d o e s  n o t  h a v e  any  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  c i r c a d i a n  r h y t h m s  (M c G u ire ,  Rand a n d  W u r tm a n ,  1973).
Food  (CRM p e l l e t s ,  L a b s u r e )  w as  p r o v i d e d  i n  e a c h  c a b i n e t .  An 
a u t o m a t i c  w a t e r i n g  s y s t e m  w a s  s u p p l i e d  by t u b e s  f r o m  a  r e s e r v o i r  k e p t  
o u t s i d e  t h e  c a b i n e t s .  T he a n i m a l s  h a d  f r e e  a c c e s s  t o  b o t h  f o o d  a n d  w a t e r .
The a n i m a l s  c o u l d  b e  l e f t  u n d i s t u r b e d  f o r  s e v e r a l  d a y s ,  e x c e p t  
w h en  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  r e p l e n i s h  t h e  f o o d  a n d  c l e a n  t h e  c a g e s .
T h ese  c o n d i t i o n s  e n s u r e d  t h a t  t h e  a n i m a l s  w e r e  i s o l a t e d  f ro m  u n due  
e n v i r o n m e n t a l  i n t e r f e r e n c e s .
2 . 6 .  MATERIALS AND EXPERIMENTAL PROCEDURE
L - T r y p to p h a n  a n d  m e t h y l b e n z e t h o n i u m  h y d r o x i d e  w e r e  p u r c h a s e d  
f ro m  S ig m a  Qiem. Co. w h i l e  L - [ c a r b o x y l - ^ C ] - t r y p t o p h a n  ( s p e c i f i c  
a c t i v i t y  56 m C i/m m ol) w as  p u r c h a s e d  f ro m  Amersham I n t e r n a t i o n a l .
2 . 6 . 1 .  D i s s e c t i o n  a n d  Enzym e P r e p a r a t io n
M ale  W i s t a r  r a t s  ( U n i v e r s i t y  o f  B a th  s t r a i n )  w e i g h i n g  b e t w e e n  
8 0 -1 2 0  g a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w e r e  h o u s e d  i n  t h e  c a b i n e t s  
a s  d e s c r i b e d  ab o v e .  A f t e r  14 d a y s  o f  e n t r a i n m e n t  t h e y  w e ig h e d  
b e tw e e n  2 0 0 -3 0 0  g .
A t d i f f e r e n t  t i m e  p o i n t s  o f  t h e  l i g h t r d a r k  c y c l e ,  r a t s  w e r e  
d e c a p i t a t e d ,  t h e  b r a i n s  re m o v e d  a n d  r i n s e d  w i t h  i c e - c o l d  0.32 M
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s u c r o s e  s o l u t i o n .  D i s s e c t i o n  o f  t h e  b r a i n  w as  c a r r i e d  o u t  on  a g l a s s  
p l a t e  c h i l l e d  o n  i c e  an d  l i n e d  by a f i l t e r  p a p e r  m o i s t e n e d  w i t h  t h e  
s u c r o s e  s o l u t i o n .  The p i n e a l  g la n d ,  c e r e b e l l u m  and t h e  o l f a c t o r y  
l o b e s  w e re  d i s c a r d e d .  The b r a i n s t e m ,  s t r i a t u m ,  h y p o th a l a m u s  an d  
c e r e b r a l  c o r t e x  w e r e  d i s s e c t e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  by Glow i n s k i  and  
I v e r s e n  (1966) an d  M i l l e r  e t  a l . ,  (1 9 7 0 ) .  B r i e f l y ,  t h i s  w as done  a s  
f o l l o w s  ( i l l u s t r a t e d  by t h e  d ia g ra m  b e lo w ) :  a t r a n s v e r s e  s e c t i o n  (1) 
w as  made s e p a r a t i n g  t h e  rh o m b e n c e p h a lo n  f ro m  t h e  r e s t  o f  t h e  b r a i n .  
A n o th e r  s e c t i o n  w as made a t  t h e  l i m i t  o f  t h e  a n t e r i o r  end  o f  t h e  
h y p o th a l a m u s  th ro u g h  t h e  o p t i c  c h ia s m a  (2 ) .  The h y p o th a l a m u s  w a s  
t h e n  rem oved  a s  a r e c t a n g u l a r  b l o c k  2 mm d e e p .  S e c t i o n  B of
O l f a c t o r y  l o b e s
C e r e b r a l  c o r t e x
H y p o t h a l a m u s
M e d u l l a  o b l o n g a t a  
+
P o n s
Fig.  2 . 6  The d i s s e c t i o n  of  the  rat brain
(Modified from Glowinski  and Iversen,  1 9 6 6 ) .
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t h e  b r a i n  w a s  t u r n e d  on  i t s  v e n t r a l  s u r f a c e  an d  t h e  c e r e b r a l  
h e m i s p h e r e s  p u l l e d  b a c k  a n d  r e m o v e d  a l o n g  w i t h  t h e  c o r p u s  c a l l o s u m  
a n d  t h e  s t r i a t u m .  P a r t s  o f  t h e  c e r e b r a l  c o r t e x  a n d  t h e  s t r i a t u m  f ro m  
s e c t i o n  B w e r e  a d d e d  t o  t h o s e  f ro m  s e c t i o n  C r e s p e c t i v e l y .  The 
b r a i n s t e m  t h e r e f o r e  c o m p r i s e d  o f  m e d u l l a  o b l o n g a t a ,  p o n s ,  t h a l a m u s  
a n d  t h e  m l d b r a l n .  T h i s  d i s s e c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  r a p i d  a n d  
r e p r o d u c i b l e .
T he  d i s s e c t e d  t i s s u e  w a s  i m m e d i a t e l y  b l o t t e d  d r y  w i t h  s o f t  
t i s s u e ,  w e ig h e d  a n d  h o m o g e n iz e d  i n  0 3 2  M s u c r o s e  t o  fo r m  a  10% 
h o m o g e n a te  u s i n g  a  t e f l o n  p e s t l e  a n d  g l a s s  t u b e  h o m o g e n l z e r  w i t h  
0 .0 1 "  r a d i a l  c l e a r a n c e .  U s u a l l y  a b o u t  t e n  p a s s e s  o f  t h e  p e s t l e  w e r e  
m ade. The g l a s s  t u b e  w a s  c h i l l e d  i n  i c e  d u r i n g  h o m o g e n i z a t i o n .  The 
h o m o g e n a te  w as  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 0  x  g f o r  1 0  m in  a t  4 °C  u s i n g  MSE 
C h i l s p i n  ( F i s o n s ) .  The r e s u l t a n t  s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  
c e n t r i f u g e d  f u r t h e r  f o r  3 0  m in  a t  12000 x  g u s i n g  MSE H ig h  S p e e d  18. 
T he p e l l e t  so  f o r m e d ,  t h e  c r u d e  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n  ( o r  P2 
f r a c t i o n )  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  a  v o lu m e  o f  0 3 2  M s u c r o s e  s o l u t i o n  t o  
fo rm  a  10% s u s p e n s i o n .  The p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  w a s  
d e t e r m i n e d  by t h e  m e th o d  o f  L o w ry  e t  a l . ,  ( 1 9 5 1 ) .
2 .6  .2  .  T he i n c u b a t i o n  m ix t u r e
The m e th o d  o f  a s s a y  o f  T ry -Q H ase  u s e d  w a s  a d a p t e d  i n  t h i s  
l a b o r a t o r y  by B row n, N i c h o l a s s  a n d  R e d f e r n  (19 8 2 )  f ro m  t h a t  o f  
I c h iy a m a  and  h i s  c o l l e a g u e s  ( a s  d e s c r i b e d  a b o v e ) .  T r i s - a c e t a t e  
b u f f e r  pH 8 .1  (5 0  y m o l) ,  125 y m o l  s u c r o s e  a n d  0.1 ml o f t h e  enzym e 
p r e p a r a t i o n  w e r e  p i p e t t e d  i n t o  a  n a r r o w - n e c k e d  b o t t l e  ( C l i n b r i t i c ,  
Mark I I ,  15 m l) .  H ie  m i x t u r e  w as  p r e i n c u b a t e d  f o r  15 m in  a t  3 7 °C  i n  
a s h a k i n g  w a t e r  b a t h  ( G r a n t  I n s t r u m e n t s ,  m o d e l ,  SE15). 2.5 nmol L -T ry
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an d  0 .18  nm ol (0 .0 1  pCi) L - t r y p t o p h a n  c a r b o x y l - ^ C  w e r e  t h e n  a d d e d .
A m i c r o - t e s t  t u b e  w as  p l a c e d  i n t o  t h e  b o t t l e  a n d  i m m e d i a t e l y  c l a m p -  
s e a l e d .  The t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  L-TRY w a s  t h u s  5 3 6  x  1CT6 M i n  a 
f i n a l  v o lu m e  o f  0.5 m l.  A f t e r  3 0  m in  o f  i n c u b a t i o n  t h e  r e a c t i o n  w a s  
t e r m i n a t e d  by an  i n j e c t i o n  o f  1 .0  m l 4% p e r c h l o r i c  a c i d  i n t o  t h e  
b o t t l e .  The i n j e c t i o n  o f  t h e  a c i d  a l s o  s e r v e d  t o  r e l e a s e  f r o m  
s o l u t i o n  t h e  CO2 f o r m e d .  A t t h e  sam e  t i m e  0.5 m l Q.1M h y a m in e  
h y d r o x i d e  ( m e t h y l b e n z e t h o n i u m  h y d r o x i d e )  i n  b u t a n - l - o l  w a s  i n j e c t e d  
i n t o  t h e  m i c r o - t e s t  t u b e .  H yam ine i s  t o x i c  t o  m o s t  b i o l o g i c a l  
s y s t e m s  a n d  t h a t  i s  why i t  w a s  a d d e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  r e a c t i o n .  The 
i n c u b a t i o n  w a s  l e f t  i n  t h e  s h a k i n g  w a t e r  b a t h  a t  3 7 °C  f o r  a  f u r t h e r  3 
h r  t o  a l l o w  f o r  c o m p l e t e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  r e l e a s e d  ^ C 0 2  by t h e  
h y a m in e .  The b l a n k s  w e r e  t r e a t e d  l i k e w i s e  e x c e p t  t h a t  t h e  en zy m e w a s  
f i r s t  p r e - i n c u b a t e d  i n  4% p e r c h l o r i c  a c i d  f o r  2 0  m in .  F i n a l l y ^  t h e  
s e a l  w a s  re m o v e d  f ro m  t h e  b o t t l e  a n d  h y a m in e  t r a n s f e r e d  t o  a  v i a l  
c o n t a i n i n g  a  s c i n t i l l a n t  (Aqua Luma, Lumac) i n  a  f i n a l  v o lu m e  o f  5 .0  
m l .  The s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  u s e d  w as  R a c k b e ta  1215 (LKB, WALL AC).
The i n c u b a t i o n  p r o t o c o l  d e s c r i b e d  a b o v e  w as  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -Q H ase  i n  t h e  b r a i n s t e m ,  
c o r t e x  a n d  s t r i a t u m  o f  t h e  r a t  b r a i n .  T h i s  w a s  a d o p t e d  a s  t h e  m o s t  
a p p r o p r i a t e  a f t e r  a s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  h a d  b e e n  done t o  d e t e r m i n e  
how ■^COjj e v o l v e d  v a r i e d  w i t h  t h e  am o u n t  o f  en zy m e ,  i n i t i a l  s u b s t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n  an d  t i m e  o f  i n c u b a t i o n .  The a m o u n t  o f  e a c h  i n g r e d i e n t  
i n  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  a n d  t h e  t i m e  o f  i n c u b a t i o n  a r e  d e t a i l e d  i n  
t h e  r e s u l t s  s e c t i o n .  To p r e p a r e  a 33% h o m o g e n a te ,  b r a i n s t e m s  w e r e  
p o o l e d  f r o m  tw o  r a t s  s o  a s  t o  p r o v i d e  a  v o lu m e  en o u g h  f o r  a s e r i e s  o f  
i n c u b a t i o n s .
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2 .7  .  RESULTS
F i g s  2 ( a ) - 2 ( e )  show how t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e v a r i e d  w i t h  
t i m e  o f  i n c u b a t i o n ,  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  L - t r y  a n d  t h e  am o u n t  o f  t h e  
en zy m e .  Two s o u r c e s  o f  t h e  en zy m e  w e r e  u s e d  i n  t h e s e  p r e l i m i n a r y  
a s s a y s :  c o r t i c a l  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n  [ f i g s  2 (a )  a n d  2 ( b ) ]  a n d  
b r a i n s t e m  h o m o g e n a t e s  [ f i g s  2 ( c ) - 2 ( e ) ] .  T he a c t i v i t y  o f  t h e  en zy m e i s  
e x p r e s s e d  a s  t h e  am o u n t  o f  t o t a l  CO^ f o r m e d ,  p m o l / h r / m g  p r o t e i n  o f  a  
10% ( o r  33%) e n z y m e  p r e p a r a t i o n .  The v e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d ­
a r d  e r r o r s  o f  t h e  m ean  (SEM). The n  v a l u e s  a r e  i n d i c a t e d  i n  t h e  l e g e n d s .
The a m o u n t  o f  OO2 e v o l v e d  m e a s u r e d  a g a i n s t  v a r y i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  L -T ry  w a s  l i n e a r  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  L -T r y  
c o n c e n t r a t i o n  u s e d  [ f i g  2 (b )  a n d  2 (d ) ]  a n d  a l s o  w i t h  t h e  a m o u n t  o f  
t h e  enzym e [ f i g  2 ( e ) ] .  S i m i l a r l y  i t  i n c r e a s e d  w i t h  t i m e  f o r  t h e  
i n c u b a t i o n  p e r i o d  o f  6 0  m in  [ f i g s  2 ( a )  a n d  2 ( c ) ] .
The c i r c a d i a n  v a r i a t i o n  o f  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  c o r t e x ,  
t h e  s t r i a t u m  an d  t h e  b r a i n s t e m  i s  r e p r e s e n t e d  g r a p h i c a l l y  i n  f i g .
2 ( f ) .  The a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  t o t a l  CO2 e v o l v e d ,  p m o I / m9 
p r o t e i n  o f  a  10% s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n / 3 0  m in .  The v e r t i c a l  
b a r s  r e p r e s e n t  SEM; a n d  n=3 o r  4 . The d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  b e t w e e n  
t h e  d a r k  a n d  l i g h t  p e r i o d s  w a s  a s s e s s e d  s t a t i s t i c a l l y  by a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e  a n d  t h e  f o l l o w i n g  p  v a l u e s  w e re  o b t a i n e d :  c o r p u s  s t r i a t u m ,  
p<0 . 0 0 1 ; c o r t e x ,  p<0.01 a n d  t h e  b r a i n s t e m ,  p<0 . 0 1 . T h ese  v a l u e s  
t h e r e f o r e  show t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -Q H ase  i s  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  
p h a s e  t h a n  i n  t h e  l i g h t  p h a s e  o f  l i g h t - d a r k  c y c l e  a n d  t h a t  t h e  
d i f f e r e n c e  i s  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  T h e s e  r e s u l t s  t h e r e f o r e  
c o r r o b o r a t e  som e o f  t h e  l i t e r a t u r e  r e p o r t s  c i t e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n  
o f  t h i s  c h a p t e r .  The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  a r e  d i s c u s s e d  i n  
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F ig .  2 ( a )
The activity of Try-OHase versus time in cortical synaptosomal 
preparation. The incubation mixture in each bottle contained: 
0.1 ml enzyme preparation, 0.01 MCi (0.2 nmol) labelled L-try., 
2.5 nmol unlabelled L-try., 125 Mmol sucrose, 50ymol tris-acet- 
ate (pH 8.1) in a total volume of 0.5 ml. Enzymatic activity 
is expressed as total C02 evolved, pmol/mg protein of 10% 
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Fig.  2 ( b ) .
The activity of Try-OHase versus substrate concentration 
in cortical synaptosomal preparation. Each incubation 
mixture contained the same ingredients as shown under 
fig. 2(a) except: unlabelled L-try, 0.3-3.75 nmol and 
incubation time of 60 min. The enzymatic activity is 
expressed as C02, pmol/mg protein of 10% synaptosomal 
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Fig.  2 ( c ) .
The activity of Try-OHase versus time in 33% brainstem 
homogenate. For conditions of incubation, see fig. 2(a). 
The activity of the enzyme is expressed as CO , pmol/mg 
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Fig.  2 ( d ) .
The activity of Try-OHase versus L-try concentration in brain­
stem homogenate (33%). For conditions of incubation see fig. 
2(a). L-Try concentration varied from 1.0-3.75 nmol. The 
results are expressed as pmol/mg protein of 33% homogenate/ 
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Fig.  2 ( e ) .
The activity of Try-OHase measured against varying 
amounts of brainstem whole homogenate. Each incubation 
mixture contained varying volumes of 33% homogenate, labelled 
L-try, 0.05 yCi (0.91 nmol) and other ingredients as in fig. 
2(a). The incubation time was one hour. Results are expressed 
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Fig- 2(f) .
The circadian rhythm of Try-OHase activity in the rat striatum
(#-«•— •) / the brainstem ( ■---- ■ ) and the cortex ( a  a  ) .
The activity is expressed as pmol/mg protein of 10%
synaptosomal preparation/30 min +_ SEM. The solid black 
bars represent the hours of darkness.
C h a p t e r  3
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3 .  IN  VIVO ASSAY OF CIRCADIAN RHYTHM OF 5HT SYNTHESIS
3 . 1 .  INTRODOCTICN
I n  v i t r o  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  s t u d y  t h e  
s y n t h e s i s  o f  5HT. A l th o u g h  t h e y  h a v e  y i e l d e d  I n v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  
a b o u t  t h e  p r o p e r t i e s  a n d  k i n e t i c s  o f  TRY-GHase, t h e y  f a i l  t o  t a k e  
i n t o  a c c o u n t  p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  w h i c h  m ay come i n t o  p l a y  i n  a  
w h o l e  o r g a n i s m .  The a c t i v i t y  o f  t h e  en zy m e o b t a i n e d  jUi v i t r o  i s  
t h u s  n o t  n e c e s s a r i l y  e q u a l  t o  _in v i v o  a c t i v i t y .  The n e e d  t o  d e v e l o p  
m e th o d s  f o r  j j i  v i v o  a s s a y s  w a s  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  
u n d e r s t a n d  t h e  r e g u l a t o r y  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  5HT 
( a n d  o t h e r  m o n o a m in e s )  a n d  how t h i s  r e l a t e s  t o  f u n c t i o n a l  s t a t e  o f  
t h e  n e u r o n s .
T u r n o v e r  r a t e s  o f  m o n o a m in e s  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  a  m e a s u r e  
o f  t h e i r  r a t e s  o f  s y n t h e s i s .  T u r n o v e r  i s  a  d y n a m ic  p r o c e s s  a n d  
r e f e r s  t o  r e n e w a l  o f  a  s u b s t a n c e  i n  a  t i s s u e  i n  a  s t e a d y - s t a t e  
c o n d i t i o n .  T h i s  i s  a c c o m p l i s h e d  i n  tw o  d i f f e r e n t  w a y s :  s y n t h e s i s  o f  
new s u b s t a n c e  w i t h i n  t h e  t i s s u e  o r  s y n t h e s i s  e l s e w h e r e  b u t  
t r a n s p o r t e d  t o  t h e  t i s s u e  by c i r c u l a t i o n .  S e v e r a l  a s s u m p t i o n s  h a v e  
t o  be m ade i n  k i n e t i c  s t u d i e s  o f  t u r n o v e r .  One o p e n  c o m p a r t m e n t a l  
m o d e l  o f  t h e  n e u r o n s  i s  a s s u m e d  w h e r e b y  t h e  n e w ly  s y n t h e s i s e d  
m o l e c u l e s  r a p i d l y  m ix  w i t h  t h e  s t o r e d  o n e s .  I t  i s  a l s o  i m p l i e d  t h a t  
a  s t e a d y - s t a t e  i n  t h e  s y s t e m  e x i s t s .  T hus s y n t h e s i s  a n d  t r a n s p o r t  o f  
m o n o a m in e s  i n t o  t h e  s y s t e m  e q u a l s  b re a k d o w n  a n d  e x i t  f ro m  t h e  s y s t e m  
s o  t h a t  u n d e r  n o rm a l  c i r c u m s t a n c e s  t h e  l e v e l  o f  m o n o a m in e s  a r e  k e p t  
r e l a t i v e l y  c o n s t a n t .
S in c e  v e r y  l i t t l e  5-H T e n t e r s  t h e  b r a i n  f ro m  p e r i p h e r a l  
c i r c u l a t i o n  b e c a u s e  o f  p o o r  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r ,  
i t s  t u r n o v e r  r a t e  i n  t h e  b r a i n  m o re  o r  l e s s  r e f l e c t s  i t s  r a t e  o f
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s y n t h e s i s  t h e r e .  M o re o v e r ,  s i n c e  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
s t i m u l a t i o n  o f  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  i n c r e a s e s  t u r n o v e r  o f  5HT, i t  
a p p e a r s  t o  m e a s u r e  t h e  f u n c t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  n e u r o n s  ( s e e  s e c t i o n  
3 . 3 ) .
3 .2  .  METHODS OF MEASUREMENT OF TURNOVER OF 5HT
The m e th o d s  o f  m e a s u r e m e n t  o f  t u r n o v e r  o f  5HT f a l l  b r o a d l y  i n t o  
t w o  c a t e g o r i e s :  s t e a d y  s a t e  a n d  n o n - s t e a d y  s t a t e  m e th o d s .  I n  t h e  
s t e a d y  s t a t e  t e c h n i q u e s  t r a c e r  am o u n t  o f  i s o t o p e s ,  t o o  s m a l l  t o  
d i s t u r b  t h e  e q u i l i b r i u m  a r e  a d m i n i s t e r e d .  M e a s u re m e n t  o f  5HIAA i n  
u r i n e  a n d  CSF a l s o  f a l l  i n t o  t h i s  c a t e g o r y .  N o n - s t e a d y  s t a t e  m e t h o d s  
o n  t h e  o t h e r  h a n d  i n v o l v e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  d r u g s  t o  i n t e r r u p t  o n e  
p o i n t  o r  t h e  o t h e r  i n  t h e  s y n t h e t i c  o r  t h e  m e t a b o l i c  p a th w a y  o f  5HT 
i . e .  a t  t h e  h y d r o x y l a t i o n ,  d e c a r b o x y l a t i o n  o r  d e a m i n a t i o n  s t e p s .  The 
r e s u l t a n t  a c c u m u l a t i o n  o r  d e c l i n e  o f  o n e  o f  t h e  m e t a b o l i t e s  i s  t h e n  
m o n i t o r e d ,  t h e  a s s u m p t i o n  b e i n g  t h a t  t h e  r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s  i s  
n o t  a f f e c t e d  by t h e  t r e a t m e n t ,  a t  l e a s t  n o t  i n i t i a l l y .  The s t e a d y  
s t a t e  t e c h n i q u e s  o f f e r  t h e  t h e o r e t i c a l  a d v a n ta g e  t h a t  t h e  s y s t e m  i s  
n o t  p e r t u r b e d .  A fe w  e x a m p le s  o f  t h e  tw o  t e c h n i q u e s  a r e  d e s c r i b e d  
b e lo w .
3 . 2 . 1 .  T he s t e a d y  s t a t e  m e th o d s
( a )  L a b e l l i n g  w i t h  [ h3]5HT
I n  t h i s  m e th o d ,  t r a c e  a m o u n t s  o f  [H ^]-5H T  a r e  i n t r o d u c e d  
i n t r a c e r e b r o v e n t r i c u l a r l y  ( S c h i l d k r a u t  e t  a l ,  196 9). I t  i s  a s s u m e d  
t h a t  i t  r a p i d l y  an d  u n i f o r m l y  e q u i l i b r a t e s  w i t h  t h e  en d o g e n o u s  p o o l  
o f  5HT. The r a t e  o f  d e c l i n e  o f  [H^]5HT t h e r e f o r e  g i v e s  a m e a s u r e  o f
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5HT t u r n o v e r .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  a s s u m p t i o n s  made 
a r e  n o t  a l w a y s  t r u e .  F o r  e x a m p le ,  l a b e l l e d  5HT t e n d s  t o  c o n c e n t r a t e  
m o re  a r o u n d  t h e  v e n t r i c l e s  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  b r a i n  a n d  i t  p r o b a b l y  
e n t e r s  n o n - s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  o r  g l i a l  c e l l s ;  s e c o n d l y ,  t h e  r a t e  o f  
e q u i l i b r a t i o n  w i t h  e n d o g e n o u s  5HT i s  n o t  a l w a y s  a  r a p i d  p r o c e s s  
( W e i n e r ,  1974 , q u o t e d  by N e c k e r s ,  198 2 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  t h u s  
l i k e l y  t o  g i v e  a n  i n a c c u r a t e  m e a s u r e  o f  w h o l e  b r a i n  t u r n o v e r  o f  5HT.
( b )  L a b e l l i n g  w i t h  [ H ^ L - T r y
T h i s  t e c h n i q u e  i n v o l v e s  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  l a b e l l e d  L -T r y  
e i t h e r  a s  a  b o l u s  i n j e c t i o n  o r  i n t r a v e n o u s  i n f u s i o n  ( L i n  e t  a l ,
196 9 ) .  The r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  5HT i s  m o n i t o r e d  by m e a s u r i n g  
c h a n g e s  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  l a b e l l e d  5HT. At t h e  sam e t i m e ,  
c h a n g e s  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  [H * ]L -T ry  i n  b r a i n  t i s s u e  o r  p l a s m a  
i s  m e a s u r e d .  The r a t e  o f  t u r n o v e r  o f  5HT i s  t h e n  d e t e r m i n e d  f r o m  
t h e s e  d a t a .  T h i s  m e th o d  a s s u m e s  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  L -T r y  
a t  t h e  h y d r o x y l a t i o n  s i t e  i s  e q u a l  t o  t h a t  i n  b r a i n  t i s s u e  o r  i n  
p l a s m a .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t h e r e  a r e  r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  
r a t e s  o f  u p t a k e  o f  L -T r y  ( N e c k e r s  e t  a l ,  197 7 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a l l  
c e l l s  i n  t h e  b r a i n  ( b o t h  n e u r o n s  a n d  g l i a l  c e l l s  a l i k e )  u t i l i z e  L -T r y  
i s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  t h e r e f o r e  t o t a l  t i s s u e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  
L -T ry  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  r e f l e c t  t h a t  i n  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s .  
A n o th e r  a s s u m p t i o n  i s  t h a t  n e w ly  s y n t h e s i s e d  r a d i o a c t i v e l y ^ l a b e l l e d  
5HT i s  n o t  m e t a b o l i z e d  o r  l o s t  f ro m  t h e  i s s u e .  T h i s  a s s u m p t i o n  i s  
m o s t  p r o b a b l y  u n t r u e .
( c )  L a b e l l i n g  w i t h
When 1 8 02 i s  s u b s t i t u t e d  f o r  1 6 ° 2  i n  t h e  i n s p i r e d  a i r ,  i t
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e v e n t u a l l y  g e t s  I n c o r p o r a t e d  i n t o  5HT a t  t h e  h y d r o x y l a t i o n  s t e p  o f  
L -T ry .  A g a s  c h r o m a t o g r a p h - m a s s  s p e c t r o m e t e r  d e t e c t o r  c a n  t h e n  be  
u s e d  t o  s e p a r a t e  an d  m e a s u r e  [^®0]5HT a n d  [ ^ 0 ] 5 H T  i n  CSF, b l o o d  o r
u r i n e .  From t h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  o f  1802 t o  16 0 ^ ,  r a t e s  o f  t u r n o v e r
/
o f  5HT c a n  be c a l c u l a t e d .  T h i s  t e c h n i q u e ,  u s e d  by G a l l i  e t  a l j ( 1 9 7 7 ,
197 8) o n  a n i m a l s  i s  p o t e n t i a l l y  a p p l i c a b l e  t o  h um ans  b e c a u s e  1 8 0^ i s  
n o n - r a d i o a c t i v e ,  e a s y  t o  a d m i n i s t e r  an d  i s  b e l i e v e d  t o  be n o n - t o x i c .
( d )  M ea su rem en t o f  5HIAA
5-HIAA i s  a  m a j o r  m e t a b o l i t e  o f  5HT. I t  i s  s e c r e t e d  i n t o  
c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  (CSF) a n d  f i n a l l y  c l e a r e d  f r o m  t h e  b r a i n  by a n  
a c i d  t r a n s p o r t  s y s t e m  ( N e f f ,  T o z e r  an d  B r o d l e ,  1 9 6 7 ) .  M e a s u r e m e n t s  
o f  s t e a d y - s t a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5HIAA i n  CSF a n d  u r i n e  h a v e  b e e n  
u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  c e n t r a l  5HT t u r n o v e r .  I t  i s  b e lo w  n o rm a l  i n  CSF o f  
s u b g r o u p s  o f  d e p r e s s e d  p a t i e n t s .
A c c u ra c y  o f  t u r n o v e r  e s t i m a t e s  u s i n g  t h i s  m e th o d  i s  l i m i t e d  by 
t h e  a s s u m p t i o n s  w h i c h  m u s t  be  m ade. F o r  i n s t a n c e ,  t h e  5HT/5HIAA 
r a t i o  c a n n o t  be  a s s u m e d  c o n s t a n t  i n  a l l  b r a i n  a r e a s  b e c a u s e  i t  i s  
known t h a t  5HT t u r n o v e r  r a t e  i n  s e r o t o n e r g i c  c e l l  b o d i e s  i s  1 0 -1 5  
t i m e s  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  t e r m i n a l s  (N e c k e r s ,  19 82).  Thus m e a s u r e m e n t  
o f  s t e a d y - s t a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HIAA i n  CSF g i v e s  an  u n d e r e s t i m a t e  
o f  w h o le  b r a i n  t u r n o v e r ,  p r o b a b l y  r e f l e c t i n g  l o w e r  t u r n o v e r  i n  t h e  
t e r m i n a l s  ( N e c k e r s ,  1982).  S e c o n d ly ,  o n e  m u s t  a l s o  a s s u m e  t h a t  t h e  a c i d  
t r a n s p o r t  s y s te m  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HIAA; t h a t  
i s ,  i t  i s  n o t  r a t e - l i m i t i n g .  N e v e r t h e l e s s ,  t h i s  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  
u s e d  s u c c e s s f u l l y  i n  many l a b o r a t o r i e s .
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3 . 2 . 2 .  N o n - s t e a d y  s t a t e  t e c h n iq u e s
( a )  A c c u n u la t io n  o f  5H1AA f o l l o w i n g  p r o b e n e c id  a d m i n i s t r a t i o n
M e a s u re m e n t  o f  5HIAA i s  e m p lo y e d  d i f f e r e n t l y  i n  o n e  fo rm  o f  n o n ­
s t e a d y  s t a t e  t e c h n i q u e .  T h i s  a r o s e  f r o m  t h e  k n o w le d g e  t h a t  
p r o b e n e c i d  b l o c k s  t h e  a c i d  t r a n s p o r t  s y s t e m  m e n t i o n e d  a b o v e ,  l e a d i n g  
t o  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  5HIAA i n  b r a i n  a n d  CSF o f  many a n i m a l  s p e c i e s  
i n c l u d i n g  h u m an s .  F o l l o w i n g  p e r i p h e r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  p r o b e n e c i d  
t h e r e  i s  a  d o s e - d e p e n d e n t  r i s e  i n  5HIAA w h i c h  i s  l i n e a r  f o r  a b o u t  9 0  
m in  i n  r a t  b r a i n s .  The i n i t i a l  i n c r e a s e  i n  5EIAA g i v e s  a n  i n d e x  o f  
5HT s y n t h e s i s .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  a p p l i c a b l e  t o  hum ans  by  m e a s u r i n g  
5HIAA i n  CSF.
Among t h e  p r o b l e m s  w i t h  t h i s  t e c h n i q u e  i s  t h a t  p r o b e n e c i d  t e n d s  
t o  i n c r e a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L -T ry  i n  t h e  b r a i n  (V an  W i jk  e t  a l ,  
197 9 ,  q u o t e d  by N e c k e r s ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  w o u ld  l e a d  t o  I n c r e a s e d  5HT 
s y n t h e s i s  ( s i n c e  T ry -C H ase  i s  n o t  n o r m a l l y  s a t u r a t e d  w i t h  L - t r y )  
w h ic h  i s  c o n v e r t e d  t o  m o re  5HIAA. S in c e  t h i s  p r o c e s s  d i s t u r b s  t h e  
e q u i l i b r i u m  a t  a n o t h e r  p o i n t  o t h e r  t h a n  t h e  o n e  i n t e n d e d ,  i t  w o u ld  
r e n d e r  t h e  r e s u l t s  i n v a l i d .
( b )  I n h i b i t i o n  o f  m onoam ine o x i d a s e  b y  p a r g y l i n e
P a r g y l i n e  i s  a n  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r  o f  m onoam ine  o x i d a s e  
(MAD) a n d  f o l l o w i n g  i t s  p e r i p h e r a l  a d m i n i s t r a t i o n ,  t h e r e  i s  a l i n e a r  
i n c r e a s e  i n  b r a i n  5HT c o n c e n t r a t i o n  f o r  a b o u t  9 0  m in  a f t e r  w h ic h  i t  
t h e n  p l a t e a u s .  5HT t u r n o v e r  i s  e s t i m a t e d  f ro m  t h e  l i n e a r  p a r t  o f  t h e  
c u r v e .  Among t h e  a s s u m p t i o n s  m ade a r e :  t h a t  f o r  e v e r y  m o le  o f  5HT
s y n t h e s i s e d  o n e  i s  d e g r a d e d  by MAO, t h a t  MAO i s  i n h i b i t e d  a l m o s t  
i m m e d i a t e l y  and  c o m p l e t e l y ;  t h a t  none  o f t h e  5HT s o  s y n t h e s i s e d  i s  
l o s t  f ro m  t h e  b r a i n  by d i f f u s i o n  a n d  t h a t  m e t a b o l i s m  o f  5HT by o t h e r
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p a th w a y s  I s  n e g l i g i b l e .
When MAO h a s  b e e n  i n h i b i t e d  i n  t h i s  w ay, 5HIAA i s  no  l o n g e r  
f o r m e d  a n d  i t s  l e v e l  i n  t h e  b r a i n  d e c l i n e s  e x p o n e n t i a l l y .  T h i s  
p r o v i d e s  y e t  a n o t h e r  m e th o d  o f  e s t i m a t i n g  5HT t u r n o v e r ,  a s s u m i n g  t h a t  
t h e  r a t e  o f  e f f l u x  o f  5HIAA i s  e q u a l  t o  i t s  r a t e  o f  f o r m a t i o n .
( c )  I n h i b i t i o n  o f  A r c n a t i c  a m in o  a c i d  d e c a r b o x y la s e  ( AAD)
5 -H y d ro x y  t r y p t o p h a n  d e c a r b o x y l a s e  (5HTP-DC) i s  a l s o  t e r m e d  1 -  
a r  ora a  t i c  a m i n o  a c i d  d e c a r b o x y l a s e  (EC4.1.1.2 8) b e c a u s e  i t  sh o w s  
a c t i v i t y  t o w a r d s  d i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n e  (DOPA) a n d  o t h e r  a r o m a t i c  
a m in o  a c i d s  a s  w e l l .  I t  h a s  b e e n  p u r i f i e d  f ro m  t h e  k id n e y ,  a d r e n a l  
g l a n d  a n d  t h e  l i v e r  (L o v e n b e rg ,  W e is s b a c h  a n d  U n d e f r i e n d ,  196 2 ;  
A w a p a ra ,  S an d  a n d  H a n ly  196 2 an d  L a n c a s t e r  and  S o u r k e s ,  197 2) a n d  
f r o m  t h e  e a r l i e r  s t u d i e s  by t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  a n d  o t h e r s  i t  w a s  
c o n c l u d e d  t h a t  5HTP-DC a n d  DOPA d e c a r b o x y l a s e  (DOPA-DC) w e re  one  
en zy m e .  H o w ev er  t h i s  v i e w  w a s  l a t e r  r e v i s e d  w h en  S im s  a n d  c o l l e a g u e s  
( r e v i e w e d  by  S im s ,  197 4) p u b l i s h e d  e v i d e n c e  s h o w in g  t h a t  t h e  tw o  
e n z y m e s  d i f f e r e d  s u b s t a n t i a l l y  w i t h  r e s p e c t  t o  o p t im u m  pH, 
t e m p e r a t u r e ,  s u b s t r a t e  a n d  c o f a c t o r  ( p y r i d o x a l  5 - p h o s p h a t e )  
c o n c e n t r a t i o n ,  s u b c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  a n d  e f f e c t  o f  i n t r a c i s t e r n a l  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  6 -h y d r o x y d o p a m in e .  One d ra w b a c k  t o  t h i s  a r g u m e n t  
s o o n  e m e r g e d  w h e n  t h e  tw o  e n z y m e s  w e r e  show n t o  c r o s s - r e a c t  
i m m u n o l o g i c a l l y ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y  s h a r e  many a n t i g e n i c  
d e t e r m i n a n t s  ( C h r i s t e n s o n ,  D a irm a n  a n d  U d e n f r i e n d ,  1972).  M elam ed , 
H e f t i  and  W u r tm a n  (19 80) ^  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  s e l e c t i v e  
d e s t r u c t i o n  o f  d o p a m i n e r g i c  a n d  s e r o t o n e r g i c  i n p u t s  t o  t h e  s t r i a t u m  
a l s o  c o n c lu d e d  t h a t  AAD w a s  a  s i n g l e  p r o t e i n .  I t  t h e r e f o r e  s e e m s  n o t
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t o  h a v e  b e e n  c l a r i f i e d  w h e t h e r  one i s  d e a l i n g  w i t h  one  o r  tw o  
e n z y m e s .
U n d e r  n o rm a l  c i r c u m s t a n c e s ,  f o r  r e a s o n s  e x p l a i n e d  e a r l i e r ,  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  5HTP i s  p r a c t i c a l l y  u n d e t e c t a b l e  i n  t h e  b r a i n s  o f  
l a b o r a t o r y  a n i m a l s .  H ow ever w h en  5HTP-DC i s  i n h i b i t e d  i t s  
c o n c e n t r a t i o n  r i s e s  r a p i d l y  ( C a r l s s o n  e t  a l ,  197 2 ).  Among t h e  
co m m o n ly  u s e d  I n h i b i t o r s  i s  3 - h y d r o x y b e n z y l h y d r a z i n e  (NSD1015) w h ic h  
s h a r e s  w i t h  o t h e r  h y d r o x y p h e n y l a l k y l h y d r a z i n e s  t h e  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  
AAD b o t h  i n  v i v o  an d  i n  v i t r o . F o r  NSD1015 t h e  o n s e t  i s  r a p i d  a n d  a  
v i r t u a l l y  t o t a l  i n h i b i t i o n  c a n  be  a c h i e v e d  a t  d o s e s  t h a t  a r e  no n ­
t o x i c  t o  t h e  a n i m a l .  The i n i t i a l  r i s e  i n  5HTP i s  l i n e a r  f o r  a b o u t  3 0  
m in  o r  s o  a n d  t h i s  h a s  b e e n  u s e d  w i d e l y  t o  s t u d y  5HT t u r n o v e r ,  
s u b j e c t  t o  s i m i l a r  a s s u m p t i o n s  a s  d i s c u s s e d  e a r l i e r .  T h i s  t e c h n i q u e  
w a s  u s e d  h e r e  t o  s t u d y  t h e  t u r n o v e r  o f  5HT a n d  i t s  p r a c t i c a l  d e t a i l s ,  
a r e  d e s c r i b e d  l a t e r .
3 . 3 .  UTILITY OF TURNOVER STUDIES
I t  i s  d i f f i c u l t  t o  j u d g e  w h ic h  o f  t h e  m e th o d s  r e v i e w e d  a b o v e  
p r o v i d e  t h e  m o s t  r e l i a b l e  e s t i m a t e  o f  5HT t u r n o v e r .  O b v io u s ly  e a c h  
w i l l  be l i m i t e d  by t h e  a s s u m p t i o n s  s t a t e d  t o  a g r e a t e r  o r  l e s s e r  
e x t e n t .  A s u r v e y  o f  t h e  l i t e r a t u r e  sh o w s  t h a t  v a l u e s  o b t a i n e d  u s i n g  
d i f f e r e n t  m e th o d s  a r e  b r o a d l y  s i m i l a r  ( e .g .  N e c k e r s  an d  Meek, 1 9 7 6 ) .  
T h i s  n o t  o n l y  s t r e n g t h e n s  t h e i r  v a l i d i t y  b u t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  m a j o r  
a s s u m p t i o n s  made a r e  p r o b a b l y  t r u e .  Some o f  t h e s e  m e th o d s ,  e s p e c i a l l y  
t h e  m e a s u r e m e n t  o f  5HTP ( f o l l o w i n g  AAD i n h i b i t i o n )  u s i n g  h i g h  
p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  f l u o r e s c e n c e  o r  e l e c t r o c h e m i c a l  
d e t e c t i o n  h a v e  b e e n  a p p l i e d  w i d e l y  t o  s t u d y  5HT t u r n o v e r  i n  d i s c r e t e  
b r a i n  n u c l e i  a f t e r  v a r i o u s  t y p e s  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  m a n i p u l a t i o n
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( J o h n s o n  a n d  M oore ,  19 83; Duda a n d  M oore ,  19 85; L o o k i n g l a n d  e t  a l ,
19 86 a n d  B o a d l e - B i b e r  e t  a l ,  1983).  The h i g h  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  
m e th o d  m a k e s  i t  s u i t a b l e  f o r  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  a t  t h e  n e u r o n a l
l e v e l  w h ic h  c o u l d  e a s i l y  b e  m i s s e d  i f  o n e  e x a m in e d  g r o s s  b r a i n  a r e a s .
/
From s u c h  s t u d i e s ,  som e i n v e s t i g a t o r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  5HTP 
a c c u m u l a t i o n  can  be u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  n e u r o n a l  a c t i v i t y  (Duda a n d  
M oore ,  1 9 8 5 ;  B o u r g o i n  e t  a l ,  1 9 8 0 ,  q u o t e d  by  L o o k i n g l a n d  e t  a l ,  19 8 6 ) .
3 Am  HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY H U H  ELECTROCHEMICAL 
DETECT IQH
The i n d o l e  r i n g  o f  L -T r y  an d  i t s  m e t a b o l i c  d e r i v a t i v e s  o x i d i z e  
r e a d i l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  o x i d i z i n g  a g e n t .  The e l e c t r o n  r e l e a s e d  
c a n  be  m e a s u r e d  a s  a n  e l e c t r i c  c u r r e n t ,  w h ic h  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
a m o u n t  o f  t h e  s u b s t a n c e  o x i d i z e d .  T h i s  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  
e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n ,  w i t h  p o s i t i v e  g r a p h i t e  o r  c a r b o n  e l e c t r o d e  
a c t i n g  a s  t h e  o x i d a n t .  The p o t e n t i a l  a p p l i e d  c a n  b e  v a r i e d  t o  o b t a i n  
o p t im u m  o x i d a t i o n  f o r  e a c h  com pound, t h u s  e n a b l i n g  th em  t o  be 
i d e n t i f i e d .  Due t o  a n  e l e c t r o n  r i c h  c e n t r e  c o n t r i b u t e d  by t h e  
h y d r o x y l  g ro u p ,  t h e  h y d r o x y l a t e d  m e t a b o l i t e s  o f  L-TRY o x i d i z e  a t  
l o w e r  p o t e n t i a l s  ( a b o u t  + 0.5 V) w h i l e  a  h i g h e r  p o t e n t i a l  ( a b o u t  +
0.8 V) i s  n e c e s s a r y  t o  r e l e a s e  a n  e l e c t r o n  f ro m  t h e  n i t r o g e n  i n  t h e  
i n d o l e  r i n g  o f  L -T ry .
L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  o f t e n  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  u s u a l l y  c o n s i s t s  o f  c o lu m n  b a s e d  i o n  
e x c h a n g e  o r  r e v e r s e  p h a s e  s y s t e m s .  R e v e r s e  p h a s e  s y s t e m s  c o n s i s t  o f  
a  n o n p o l a r  s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  a  p o l a r  m o b i l e  p h a s e .  The s t a t i o n a r y  
p h a s e  i s  u s u a l l y  a h y d r o c a r b o n - b o n d e d  s u r f a c e ,  com m only  o c t a d e c y l
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s i l y l  b o n d ed  t o  s i l i c a  (C -18  c o lu m n s )  w h i l e  b u f f e r / m e t h a n o l  m i x t u r e  
i s  a  com m only  u s e d  m o b i l e  p h a s e .  U nder  s u c h  a  s y s t e m ,  t h e  m o re  p o l a r  
co m pounds  w i t h  t h e  l e a s t  a f f i n i t y  f o r  t h e  h y d r o p h o b i c  s t a t i o n a r y  
p h a s e  e l u t e  f i r s t .  An i o n  p a i r i n g  a g e n t ,  com m only  s o d iu m  o c t y l  
s u l f o n a t e ,  i s  s o m e t i m e s  a d d e d  t o  t h e  m o b i l e  p h a s e .  I t  r e t a r d s  t h e  
p a s s a g e  o f  t h e  h y d r o p h i l i c  com pounds  down t h e  c o lu m n  t o  d i f f e r i n g  
d e g r e e s  a n d  t h u s  a i d s  s e p a r a t i o n .  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  
r e p r e s e n t s  a  s u p e r i o r  s y s t e m  t o  i o n  e x c h a n g e  i n  t e r m s  o f  e f f i c i e n c y  
a n d  v e r s a t i l i t y ,  and  w h en  u s e d  w i t h  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  w i t h  
a p p r o p r i a t e  pH, b u f f e r  a n d  f l o w  r a t e s  p r o v i d e s  o n e  o f  t h e  m o s t  
c o n v e n i e n t ,  r e l a t i v e l y  c h e a p ,  r a p i d  y e t  h i g h l y  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s  
f o r  b i o c h e m i c a l  a s s a y s .  I t s  t e c h n o l o g i c a l  d e v e lo p m e n t  c o n t i n u e s  t o  
be  im p r o v e d  a n d  i t  i s  l i k e l y  t o  r e p r e s e n t  a  p o w e r f u l  t o o l  f o r  t h e  
f u t u r e  o f  n e u r o c h e m i c a l  s t u d i e s .
The r e v e r s e  p h a s e ,  i o n r p a i r  c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  u s e d  i n  t h i s  
w o rk  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n .
3 . 5 .  EXPERIMENTAL SECTION
3 - H y d r o x y b e n z y l h y d r a z i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  (NSD1015) a n d  L -T r y  
w e re  p u r c h a s e d  f ro m  Sigma Chero. Co.
3 . 5 . 1 .  The HH.C s y s te m
Column t u b e s  ( l e n g t h  25 cm an d  d i a m e t e r  4 Jo mm) a n d  c o lu m n  e n d s
w e r e  o b t a i n e d  f r o m  HETP. H y p e r s i l  ODS 5 pm p a r t i c l e  s i z e  (C-18) f ro m
S handon , w as  made i n t o  a  s l u r r y  w i t h  i s o p r o p a n o l  an d  p a c k e d  i n t o  t h e  
0~
co lu m n  u s i n g ^ H a s k e l l  p n e u m a t i c  pum p a t  7 0 0 0  p s i .  The p a c k in g  s o l v e n t  
w a s  h e x a n e .  The e f f i c i e n c y  o f  t h e  c o lu m n  w a s  a s s e s s e d  u s i n g  t h e  
e q u a t i o n :
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N = 5 .5 4 (  t a  j 2
w h e r e ,  t a  = r e t e n t i o n  t i m e  o f  p e a k ,
Wij = w i d t h  o f  p e a k  a t  H p e a k  h e i g h t ,
N = n o .  o f  t h e o r e t i c a l  p l a t e s .
O n ly  t h e  co l tx n n s  w i t h  N ^  5 , 0 0 0  w e re  u s e d .
The c o lu m n  w a s  t h e n  c o n n e c t e d  t o  t h e  r e s t  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  
s y s t e m  w h ic h  c o n s i s t e d  o f  t h e  f o l l o w i n g :  LDC pump, C o n s t a m e t r i c  
M odel 1 1 1 ;  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t o r  ( a m p e r o m e t r i c )  w i t h  w o r k i n g  
g l a s s y  c a r b o n  a n d  r e f e r e n c e  Ag/AgCl e l e c t r o d e s  ( B i o a n a l y t i c a l  S y s te m s  
I n c . ,  m o d e l  LC-4A); L D C /M i l to n  Roy I n t e g r a t o r ,  m o d e l  C l - 10; 
L D C /M i l to n  Roy P r i n t e r ,  m o d e l  SEK; A u t o s a m p l e r ,  M agnus S c i e n t i f i c ,  
m o d e l  M7110 a n d  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e ,  R heodyne  I n c . ,  m o d e l  7 0 1 0  
f i t t e d  w i t h  1 0 0  y l  o r  5 0  y l  i n j e c t i o n  l o o p .
D oub ly  p o l i s h e d  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  M i l l i  Q 
W a te r  S y s te m s  ( M i l l i p o r e  C o r p o r a t i o n ) .  T h i s  w a s  u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  
m o b i l e  p h a s e ,  w h ic h  w a s  made up o f :  0.07 M s o d iu m  d i h y d r o g e n  
p h o s p h a t e  (N a l^ P 0 4 .2 H2 O), 0.25 mM o c t a n e  s u l p h o n i c  a c i d  so d iu m  s a l t ,
O.lmM EDTA a n d  M e th a n o l ,  6-8% . The pH w a s  a d j u s t e d  t o  4 .0  w i t h  1M 
p e r c h l o r i c  a c i d .  I t  w a s  v a c u u m - f i l t e r e d  t h r o u g h  0.45 ym m em b ran e  
f i l t e r s  (W hatm an) a n d  d e g a s s e d  by b u b b l i n g  h e l i u m  g a s  t h r o u g h  f o r  2 0  
m in .  F o r  t h e  a s s a y  o f  L - T r y ,  2.9 mM S odium  a c e t a t e  ( t r i h y d r a t e )  w a s  
i n c l u d e d  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e .
The m o b i l e  p h a s e  w a s  pum ped t h r o u g h  t h e  d e t e c t o r  f o r  a t  l e a s t  
tw o  h o u r s  t o  a l l o w  t h e  d e t e c t o r  c u r r e n t  t o  r e a c h  n o r m a l  b a s e l i n e  
b e f o r e  t h e  s a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d .  U s u a l l y  t h e  s y s t e m  w a s  l e f t  
p u m p in g  o v e r n i g h t  a t  a r e d u c e d  f lo w  r a t e .  F r e s h  b u f f e r  w as p r e p a r e d  
e a c h  d a y .
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The d e t e c t o r  w a s  s e t  a t  p o t e n t i a l  +0.6 5 V a n d  r a n g e  5nA o r  lOnA 
a n d  t h e  pump f lo w  r a t e  w a s  1 .7 m l / m in  a t  2 0 0 0  p s i .  F o r  L -T ry  a s s a y ,  
t h e  d e t e c t o r  w a s  s e t  a t  +0 .75V an d  r a n g e  1 0  o r  5 0nA. 5HTP a n d  L -T r y
w e r e  i d e n t i f i e d  f r a n  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  a u t h e n t i c  s a m p l e s .
5HTP a n d  d i h y d r o x y b e n z y l a m i n e  (DHBA) s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  i n  
d e i o n i z e d  ( M i l l i  Q) w a t e r  t o  a n  a c c u r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  2 0 0  
^ g / m l  and  s t o r e d  f r o z e n  i n  s e a l e d  a m p o u l e s  a t  - 2 0 ° C  a n d  u s e d  w i t h i n  
o n e  m o n th .  E ach  t i m e  a n  a s s a y  w a s  d o n e ,  a n  am p o u le  o f  e a c h  s t a n d a r d
w a s  th a w e d  a n d  d i l u t e d  1 : 2 5 0 0  w i t h  M i l l i  Q w a t e r  an d  u s e d  t o
c a l i b r a t e  t h e  i n t e g r a t o r .  The d i l u t e d  DHBA s o l u t i o n  a l s o  s e r v e d  a s  
i n t e r n a l  s t a n d a r d  i n  t i s s u e  e x t r a c t s .
3 . 5 . 2 .  R o u t in e  M a in te n a n c e  o f  t h e  HPLC s y s t e m
At t h e  end  o f  e a c h  day  t h e  c o lu m n  w a s  c l e a n e d  by p u m p in g  a
m i x t u r e  o f  f i l t e r e d  M i l l i  Q w a t e r  a n d  M e th a n o l ,  HILC g r a d e  ( 1 0 :9 0 )
f o r  15 m in ,  f o l l o w e d  by o n l y  m e t h a n o l .  A f t e r  a b o u t  one  w e ek  t h e  t o p  
e n d  o f  t h e  c o lu m n  w as  d e t a c h e d  a n d  t h e  t o p  o f  t h e  c o lu m n  I n s p e c t e d .  
U s u a l l y  i f  t h e r e  w a s  a  d a r k  d e p o s i t  i t  w a s  s c r a p e d  o f f  an d  r e f i l l e d  
w i t h  a f r e s h l y  p r e p a r e d  s l u r r y  o f  h y p e r s i l  ODS i n  m e t h a n o l .  The p r e ­
c o lu m n  w i r e  m esh  w a s  a l s o  c l e a n e d  i n  a s o n i c l e a n e r  (Dawe, U l t r a s o n i c s  
L t d ) .  The pum p w as  c l e a n e d  a b o u t  o n c e  a  m o n th  by p u m p in g  w arm  3 0% 
d e c o m a t i c  d e t e r g e n t  (D econ  L a b o r a t o r i e s )  a t  8 m l / m i n  f o r  4 m in  
f o l l o w e d  by w a t e r / m e t h a n o l  m i x t u r e  a n d  f i n a l l y ,  m e t h a n o l .  When t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  c o lu m n  h a d  d e t e r i o r a t e d  c o n s i d e r a b l y ,  i t  w a s  
r e p l a c e d  by a n e w ly  p r e p a r e d  o n e .  O c c a s i o n a l l y ,  t h e  d e t e c t o r  w o r k i n g  
an d  r e f e r e n c e  e l e c t r o d e s  w e r e  w i p e d  c l e a n  w i t h  a m o i s t  s o f t  t i s s u e .
When r o u t i n e l y  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  way, t h e  HPLC s y s t e m  w as
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r e l a t i v e l y  t r o u b l e - f r e e .
3 .5  . 3 .  P r e p a r a t io n  o f  t h e  s a m p le s
M ale  W i s t a r  r a t s  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t  u n l e s s  o t h e r w i s e  
i n d i c a t e d .  They w e r e  k i l l e d  by d e c a p i t a t i o n  a n d  t h e  b r a i n s t e m  a n d  
c o r t e x  d i s s e c t e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c .  2 .6 .1 .  The b r a i n  
r e g i o n s  w e r e  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  i n  s m a l l  s e a l a b l e  p l a s t i c  s a c h e t s  a n d  
k e p t  f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  t i l l  a s s a y e d .  T h i s  w a s  u s u a l l y  done  
t h e  same day  o r  i f  n o t  t h e n  n o t  l a t e r  t h a n  o n e  w e e k .
The b r a i n  a r e a s  w e r e  w e ig h e d  f r o z e n  a n d  h o m o g e n iz e d  i n  0 .1  M 
p e r c h l o r i c  a c i d  i n  M i l l i  Q w a t e r  c o n t a i n i n g  a known c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d ,  EHBA. The h o m o g e n a t e  (10% w /v )  was 
t r a n s f e r r e d  t o  c e n t r i f u g e  t u b e s ,  s h a k e n  f o r  o n e  m in  i n  a  w h i r l  m i x e r  
( F i s o n s )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  0 °C  a n d  1 5 ,0 0 0  x  g f o r  15 m in  u s i n g  MSE 
H ig h  S p e e d  18 u l t r a c e n t r i f u g e .  The c l e a r  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  by 
i n j e c t i n g  t h r o u g h  0.2 o r  0.4 5 pm p o r e  s i z e  f i l t e r s  (A e ro  LC 1 3 ,
G e lm an  S c i e n c e s ) .  I t  w a s  s t o r e d  i n  i c e  a n d  i m m e d i a t e l y  i n j e c t e d  i n t o  
t h e  HPLC s y s t e m  f o r  a s s a y .  P r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  h o m o g e n a te  w a s  
a s s a y e d  by C o o m asie  B lu e  m e th o d  (R ead  a n d  N o r t h c o t e ,  1981).
3 .5  . 4 .  T im e -d e p e n d e n t  a c c u m u la t io n  o f  5HTP f o l l o w i n g  5HTP-DC i n h i b i t i o n
A d o se  o f  10 0  m g /k g  o f  NSD1015 i n  n o rm a l  s a l i n e  w a s  i n j e c t e d  
i . p .  t o  g r o u p s  o f  r a t s  w e i g h i n g  15 0 - 2 2 0 g  w h ic h  w e r e  t h e n  s a c r i f i c e d  
10 ,2  0,4 0 ,6 0  an d  9 0  m in  l a t e r .  T h i s  w a s  done  a t  t h e  sam e t i m e  e a c h  
d a y .  The b r a i n s t e m  w as  i s o l a t e d  a n d  5HTP a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .
3 . 5 . 5 .  E f f e c t  o f  d i f f e r e n t  d o s e s  o f  NSD1015 o n  5HTP f o r m a t io n
M ale  W i s t a r  r a t s  w e i g h i n g  17 5 -2 2 5  g w e r e  u sed .  2 5 ,5 0 ,7 5  an d  1 0 0
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m g /k g  d o s e s  o f  NSD1015 i n  n o r m a l  s a l i n e  w e r e  i n j e c t e d  t o  d i f f e r e n t  
r a t s .  They w e r e  s a c r i f i c e d  a f t e r  6 0  m in  a n d  5HTP a s s a y e d  i n  t h e  
b r a i n s t e m .
3 .5  . 6 .  D i f f e r e n c e s  b e tw e e n  a i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t  t u r n o v e r  o f  5HT
From t h e  p r e l i m i n a r y  a s s a y s  a b o v e ,  a  d o s e  o f  75 m g /k g  a n d  a  
p e r i o d  o f  6 0  m i n  b e t w e e n  d o s e  a d m i n i s t r a t i o n  a n d  s a c r i f i c e  w e r e  
s e l e c t e d  a s  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  a n d  w e r e  u s e d  f o r  t h e  
r e m a i n i n g  p a r t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  u n l e s s  o t h e r w i s e  i n d i c a t e d .
At t h e  e n d  o f  t h e  e n t r a i n m e n t  p e r i o d  o f  a t  l e a s t  tw o  w e e k s  t o
t h e  l i g h t - d a r k  c y c l e ,  t h e  r a t s  w e ig h e d  2 5 0 - 4 0 0  g. NSD1015 w as  
a d m i n i s t e r e d  (75 m g /k g ,  i . p . )  a t  m i d n i g h t  o r  m i d - d a y  o f  t h e  l i g h t -  
d a r k  c y c l e  an d  k i l l e d  6 0  m in  l a t e r .  5HTP w a s  a s s a y e d  i n  t h e  
b r a i n s t e m  a n d  t h e  c o r t e x  a s  b e f o r e  . T h i s  w a s  a l s o  d o n e  i n  w h o l e
b r a i n s  o f  a n o t h e r  g ro u p  o f  r a t s .
3 . 5 . 7 .  E s t i m a t i o n  o f  i j i  v i v o  Rn o f  T r y p to p h a n  h y d r o x y la s e
(a )  V a r i a t i o n  o f  b r a in  L -T r y  w i t h  t i m e  f o l l o w i n g  a  s i n g l e  i . p .  d o s e
o f  b -T r y
T h i s  w a s  done u s i n g  f e m a l e  W i s t a r  r a t s  ( U n i v e r s i t y  o f  B a th  
s t r a i n )  w e i g h i n g  1 9 0 -2 5 0 g .  L -T r y  w a s  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  
made t o  pH 8 .0  w i t h  d i l u t e  NaOH. A d o s e  o f  1 0 0  m g /k g  w a s  i n j e c t e d
i .p .  t o  e a c h  r a t .  The r a t s  w e r e  k i l l e d  2 0,4 0 ,8 0  a n d  12 0 m in  l a t e r  
and  L -T ry  a s s a y e d  i n  t h e  b r a i n s t e m  an d  c o r t e x .  A g ro u p  o f  c o n t r o l  
r a t s  r e c e i v e d  o n l y  t h e  v e h i c l e  a n d  s e r v e d  a s  t im e  0  m in .
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( b )  V a r i a t i o n  o f  b r a in  5HTP and  L -T r y  w i t h  d o s e s  o f  L -T r y  l . p .
F e m a le  W i s t a r  r a t s  w e i g h i n g  1 8 0 -2 5 0  g r e c e i v e d  0 ,2 5 ,5 0 ,1 0 0  a n d  
2 0 0  m g /k g  d o s e s  o f  L -T r y  i .p .  NSD1015 (75  m g /k g ,  i .p . )  w as 
a d m i n i s t e r e d  15 m in  l a t e r .  The r a t s  w e r e  k i l l e d  45 m in  l a t e r  ( i . e .  6 0  
m in  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  L -T ry )  a n d  5HTP a n d  L - T r y  a s s a y e d  i n  t h e  
c o r t e x  a n d  b r a i n s t e m .  A g a in  t h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  done  t h e  sam e t i m e  
e a c h  d a y .
3 .6  .  RESULTS
F i g  3 (a )  r e p r e s e n t s  a  t y p i c a l  c h r o m a to g r a m  o b t a i n e d  w i t h  
s a m p l e s  f ro m  r a t s  t r e a t e d  w i t h  NSD1015. No 5-HTP w as  d e t e c t a b l e  i n  
s a m p l e s  f ro m  r a t s  t h a t  d i d  n o t  r e c e i v e  NSD1015 ( r e s u l t s  n o t  
s h o w n ) .
F i g  3 (b )  s h o w s  t h e  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  5HTP i n  t h e  b r a i n s t e m  
f o l l o w i n g  NSD1015 a d m i n i s t r a t i o n  ( 1 0 0  m g /k g  i . p . ) .  The 
f o r m a t i o n  o f  5HTP (a n d  h e n c e  i t  i s  a s s u m e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  5HT) w as 
l i n e a r  w i t h  t i m e  f o r  a b o u t  6 0 m in  ( u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s )  a f t e r  w h ic h  i t  s t a r t e d  t o  f a l l .  T h i s  c o u l d  be due t o  
o n e  o r  b o th  o f  tw o  f a c t o r s :  t h e  a c t i o n  o f  NSD1015 o n  5HTP-DC i s  
w e a r i n g  o f f  an d  t h e  enzym e i s  r e g a i n i n g  i t s  a c t i v i t y  o r  5HTP f o r m e d  
i s  l e a k i n g  o u t  o f  t h e  b r a i n  i n t o  t h e  p e r i p h e r y .  I n  s u b s e q u e n t  
e x p e r i m e n t s ,  t h e  r a t s  w e r e  s a c r i f i c e d  6 0  m in  a f t e r  t h e  d o s e  o f  
NSD1015.
The r a t e  o f  5HTP f o r m a t i o n  w a s  a l s o  d e p e n d e n t  on  t h e  d o se  o f  
NSD1015, a s  d e p i c t e d  i n  f i g  3 ( c ) .  I t  w a s  l i n e a r  w i t h  d o s e s  b e lo w  5 0  
m g /k g .  As t h e  d o se  r o s e  t o  75 m g /k g  a n d  a b o v e ,  no f u r t h e r  i n c r e a s e  
w a s  o b s e r v e d .  P r a c t i c a l l y  no  5HTP w as  d e t e c t a b l e  w i t h o u t  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  NSD1015. A d o s e  o f  75 m g /k g  w a s  t h e r e f o r e  u s e d  i n
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Injection time 0 min.
. 0? 5 - H T P
6-04 D H B  A
L-TRY.
15.54
Fig.  3 ( a ) .
A typical chromatogram of the rat cortical extracts 
following a dose of NSD 1015 (75 mg/kg) 15 min 
after L-try (25 mg/kg). The detector potential 
was set at-nO.75 V and range 10 nA. The pump 
flow rate was set at 1.7 ml/min. The mobile 
phase and other conditions of the experiment 
are described under "Experimental" section.
5-HTP: 5-Hydroxytryptophan; DHBA: Dihydroxy- 
benzylamine; L-Try: L-Tryptophan. The retention times 
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T i me ( Mi n . )
F i g . 3 ( b ) .
5-HTP accumulation in the rat brainstem 
following a single peripheral dose of NSD 
1015 (100 mg/kg i.p.). 5-HTP formed is 
expressed as ng/mg protein of a 10% homogenate 

















1 8 . 0 -
12.0
8.0
3 0 . 0  5 0 . 0  7 0 . 0  9 0 . 0
D o s e  of  NSD 1 0 1 5  ( m g / k g ) .
Fig- 3 ( c ) .
The effects of varying doses of NSD 1015 (i.p.) 
on 5-HTP accumulation in the rat brainstem. 5-HTP 
formed is expressed as ng/mg protein of a 10% brain­
stem homogenate/60 min + SEM; n=3.
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s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s .
F ig  3 (d )  c o m p a r e s  t h e  r a t e s  o f  5HT s y n t h e s i s  b e t w e e n  m i d - d a r k  
a n d  m i d - l i g h t  i n  t h e  b r a i n s t e m  a n d  c o r t e x  r e s p e c t i v e l y .  I t  i s  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  p e r i o d ,  w i t h  p  v a l u e s  b e i n g  <0.01 
( b r a i n s t e m )  a n d  < 0 .001  ( c o r t e x ) .  When t h e  tw o  b r a i n  a r e a s  a r e  
c o m p a r e d ,  t h e  s y n t h e t i c  r a t e  i s  s i m i l a r  i n  t h e  d a r k  p e r i o d  b u t  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  (p  <0.001) i n  t h e  b r a i n s t e m  t h a n  i n  t h e  c o r t e x  
i n  t h e  l i g h t  p e r i o d .
When t h e  s y n t h e s i s  o f  5HT w a s  c o m p a r e d  b e t w e e n  t h e  d a r k  a n d  
l i g h t  p e r i o d  i n  t h e  w h o le  b r a i n  no s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  w a s  d e t e c t a b l e  ( T a b le  3 ) .  T h i s  w a s  a  s u r p r i s i n g  
f i n d i n g  i n  v i e w  o f  t h e  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  c o r t e x  a n d  t h e  
b r a i n s t e m  b o t h  h a d  h i g h e r  a c t i v i t i e s  i n  t h e  d a r k  ( a b o v e ) .  The 
s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  a n d  t h e  o t h e r  r e s u l t s  i s  d i s c u s s e d  l a t e r .
F o l l o w i n g  a  p e r i p h e r a l  d o s e  o f  L -T r y  (1 0 0  m g /k g  i . p . )  t h e r e  w a s  
a r a p i d  i n c r e a s e  i n  L -T ry  c o n c e n t r a t i o n  i n  b o th  t h e  b r a i n s t e m  a n d  t h e  
c o r t e x ,  r e a c h i n g  a maximum p e a k  i n  a b o u t  6 0  m in  [ f i g  3 ( e ) ] .  The 
d e c r e a s e  w a s  e q u a l l y  r a p i d  f o r  i t  w a s  a p p r o a c h i n g  c o n t r o l  v a l u e s  by 120 
m in .  Of t h e  tw o  b r a i n  a r e a s , t h e  c o r t e x  h a d  a h i g h e r  r a t e  o f  
a c c u m u l a t i o n  o f  L -T r y .
F i g  3( f ) s h o w s  t h e  v a r i a t i o n  o f  b r a i n  L -T r y  and  5HTP 
f o l l o w i n g  d i f f e r e n t  d o s e s  o f  L -T ry  a d m i n i s t e r e d  p e r i p h e r a l l y  
( 0 , 2 5 ,5 0 , 1 0 0  a n d  200 m g /k g  r e s p e c t i v e l y ) .  A ga in ,  t h e  c o r t e x  h a d  a 
h i g h e r  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  L -T ry  t h a n  t h e  b r a i n s t e m  a t  a l l  t h e  
d i f f e r e n t  p e r i p h e r a l  d o s e s  o f  L -T r y  i n j e c t e d .  H ow ever,  a s  c a n  be s e e n  
f ro m  t h e  g r a p h i c a l  r e p r e s e n t a t i o n ,  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  b r a i n s t e m  t o  
















Fig.  3 ( d ) .
Differences between mid-dark and mid-light 
turnover of 5-HT in the rat brainstem 
(hatched columns) and cerebral cortex 
(open columns). The results are expressed 
as 5-HTP formed,ng/mg protein of a 10% 
homogenate/60 min. _+ SEM and n=5 or 6.
The solid black bar represents the mid-dark 
period of LD 12:12. * p<0.01, ** p<0.001 compared 
to mid-light values (Student's t-test).
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MID-LIGHT MID-DARK
5-H TP 5 - H T P
( n g / m g  w e t  wt) . ( n g / m g  w e t  wt) .
0 . 2 7 7 0 . 3 0 5
0 . 3 4 0 0 . 3 4 7
0 . 3 0 0 0 . 3 0 1
0 . 3 2 5 0 . 3 8 1
0 . 2 9 6 0 . 3 2 0
0 . 3 4 7
mean:  0 . 3 0 8 mean:  0 . 3 3 4
S E M: + 0 . 0 1 SEM: ± 0 . 0 1
T a b l e  3 .  C o m p a r i s o n  o f  m i d - l i g h t  and  
m i d - d a r k  t u r n o v e r  o f  5 - H T  in t h e  rat  
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T i m e ( Mi n . ) .
Fig.  3 ( e ) .
The variation of brain L-try with time following 
a single peripheral dose of L-try (100 mg/kg
i.p.). L-try is expressed as yg/mg protein 
of a 10% homogenate of brainstem or cortex
















4 0 . 0 .
3 0 . 0 -
20.0-
m 10 - 0-
8 0 0  1 6 0 0  2 4 0 0  3 2 0 0  4 0 0 0
L - T R Y . C o n e . ( n g / m g  p r o t e i n ) .
F i g . 3 ( f ) .
The variation of 5-HTP and L-try in the rat
cerebral cortex (■------■ ), and the brainstem
(• #) following different peripheral
doses of L-try. Vertical and horizontal bars 
represent SEM of brain 5-HTP and L-try concentra­
tions respectively, expressed as ng/mg protein 
of a 10% homogenate of the brainstem or the cortex.
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c o r r e s p o n d i n g  d o s e s  o f  L -T r y .  The i n c r e a s e  i n  5HT s y n t h e s i s  by 
e x o g e n o u s  L -T ry  a l s o  c o n f i r m s  t h a t  L -T ry -O H a se  i s  n o r m a l l y  
u n s a t u r a t e d  i n  v i v o  w i t h  L -T ry .
D o u b le  r e c i p r o c a l  p l o t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  L -T r y  o n  t h e  JLn v i v o  
a c t i v i t y  o f  T ry -C H ase  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  f i g u r e s  3 (g )  an d  3 (h ) .  The 
f o l l o w i n g  a p p a r e n t  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  w e r e  c a l c u l a t e d  f ro m  T ry -C H ase  
i n  t h e  b r a i n s t e m :  Km, 56 pM, Vm ax, 1 .8 y g / g  a n d  t h e  c e r e b r a l  c o r t e x :  
Km, 13 0  pM a n d  Vmax 0.8 p g /g .  T h ese  r e s u l t s  p r o v i d e  a n  e v i d e n c e  f o r  
r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  k i n e t i c s  o f  T ry -C H ase .  T h e s e  v a l u e s  c o m p a r e  
f a v o u r a b l y  w i t h  t h o s e  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  C a r l s s o n  e t  a l . ,  (1972) 
u s i n g  a s i m i l a r  t e c h n i q u e  t o  t h e  one  u s e d  h e r e  t o  d e t e r m i n e  Km o f  
m ouse  b r a i n  T ry -C H ase  f o r  L -T r y  r e p o r t e d  a  v a l u e  o f  5 0  pM. V a lu e s
t h a t  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  Jjn v i t r o  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  BH^ r a n g e  f r o m  14 
pM (Kuhn e t  a l . ,  19 80b). 5 0  pM f o r  a  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  r a b b i t  
h i n d b r a i n  enzym e ( F r i e d m a n ,  K ap p e lm an  a n d  Kaufm an, 197 2) t o  120 pM 
f o r  r a t  f o r e b r a i n  s y n a p t o s o m a l  enzym e (K n o w le s  a n d  P o g so n ,  19 8 4 ) .  
V a lu e s  a s  h i g h  a s  3 0 0  pM h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
s y n t h e t i c  f o r m s  o f  p t e r i d i n e  c o f a c t o r s  (L o v e n b e rg ,  J e q u i e r  and  
S jo e r d s m a ,  196 8 ) .
I n  v i t r o  Km f o r  L -T ry  w as  n o t  d e t e r m i n e d  h e r e .  B e c a u s e  o f  h ig h  
r i s k  of n o n - e n z y m a t i c  d e c a r b o x y l a t i o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L -T ry  w a s  
k e p t  b e lo w  25 pM ( I c h i y a m a  e t  a l . ,  197 0 ) .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  i s  
u n l i k e l y  t o  s a t u r a t e  t h e  enzym e.
T he r e s u l t s  f ro m  t h i s  c h a p t e r  h a v e  show n  t h a t  t h e  _in v i v o  r a t e  o f  
s y n t h e s i s  o f  5HT i s  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  t h a n  l i g h t  p e r i o d ,  b o t h  i n  t h e  
b r a i n s t e m  and  t h e  c o r t e x .  T h ese  r e g i o n s  r e p r e s e n t  t h e  m a i n l y  
s e r o t o n e r g i c  c e l l - b o d y  r i c h  a r e a s  a n d  t h e  n e r v e  t e r m i n a l s  
r e s p e c t i v e l y .  T h ese  r e s u l t s  c o r r o b o r a t e  t h o s e  o b t a i n e d  i n  c h a p t e r  tw o
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Fig.  3 ( g ) .
Lineweaver-Burk plot of the effect of L-try 
on the in vivo activity of Try-OHase in the 
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F ig . 3 ( h ) .
Lineweaver-Burk plot of the effect of L-try on 
the in vivo activity of Try-OHase in the rat cortex. 
Km = 130 yM and Vmax = 0.8 yg/g of cortical tissue.
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c o n c e r n i n g  t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t r y p t o p h a n  
h y d r o x y l a s e  m e a s u r e d  e x  v i v o .
At t h i s  s t a g e ,  h a v i n g  o b t a i n e d  e v i d e n c e  f o r  a c i r c a d i a n  rh y th m  
o f  5HT s y n t h e s i s ,  i t  w a s  deem ed  a p p r o p r i a t e  t o  p r o c e e d  t o  
i n v e s t i g a t e  how t h i s  rh y th m  r e s p o n d s  t o  t r e a t m e n t  w i t h  a n t i  d e p r e s s a n t  
d r u g s .  T h i s  f o r m s  t h e  s u b j e c t  o f  t h e  n e x t  C h a p te r .
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4 . THE EFFECTS OF ANTIDEPRESSANT DRUGS ON THE CIRCADIAN RHYTHM OF 
5HT SYNTHESIS
4 . 1 .  INTRODUCTION
The p a t h o l o g i c a l  d i s o r d e r s  a n d  m a l f u n c t i o n s  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r
s y s t e m s  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a f f e c t i v e  i l l n e s s e s ,  t o g e t h e r  w i t h  
t h e  r a t i o n a l e  f o r  a p p l i c a t i o n  o f  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  h a v e  b e e n  
d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  o n e .  B e f o r e  p r o c e e d i n g  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  
o f  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  on  t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  5 HT s y n t h e s i s ,  I  
t h i n k  i t  i s  p e r t i n e n t  h e r e  t o  r e v i e w  some o f  t h e  a v a i l a b l e  
i n f o r m a t i o n  on  w h a t  i s  c u r r e n t l y  u n d e r s t o o d  a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  
d r u g s  on  t h e  f u n c t i o n  of  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s .  For  o b v i o u s  r e a s o n s ,  « 
s h o r t  summary c a n  o n l y  be p r e s e n t e d  h e r e  a n d  t h e  i n t e r e s t e d  r e a d e r  i s  
r e f e r r e d  t o  seme of  t h e  e x c e l l e n t  r e v i e w s  q u o t e d  h e r e i n .
The e f f e c t s  o f  m i a n s e r i n ,  c l o m i p r a m i n e  and  p a r o x e t i n e  on t h e  5HT 
s y n t h e s i s  a r e  e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d y .  They r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  
c l a s s e s  o f  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  and  p r o b a b l y  a c t  by d i f f e r e n t  
m e c h a n i s m s .  C l o m i p r a m i n e  b e l o n g s  t o  t h e  t r i c y c l i c  g r o u p  r e n o w n e d  f o r  
t h e i r  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  r e u p t a k e  o f  m o n o am in es  a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s .  
P a r o x e t i n e  i s  a more  s e l e c t i v e  5HT r e u p t a k e  b l o c k e r .  M i a n s e r i n ,  a 
t e t r a c y c l i c  p i p e r a z i n o a z e p i n e ,  i s  on  t h e  o t h e r  ha nd  a p o w e r f u l  cxj- 
a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  b l o c k e r  w i t h  m a r k e d  5HT a n t a g o n i s t i c  p r o p e r t i e s ,  
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The s t a n d a r d  f o r m  of  t r e a t m e n t  f o r  d e p r e s s i v e  i l l n e s s  i n  c l i n i c a l  
p r a c t i c e  i n v o l v e s  m a i n l y  t h e  use  o f  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  a n d  
e l e c t r o c o n v u l s i v e  t h e r a p y .  The a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s  a r e  made up o f  
monoam ine o x i d a s e  i n h i b i t o r s  (MAOI's),  t h e  t r i c y c l i c s  an d  t h e  s o -  
c a l l e d  " se c o n d  g e n e r a t i o n "  o r  " a t y p i c a l "  a n t i d e p r e s s a n t s .  MAOI's a r e  
g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t o  a c t  by r a i s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n o a m i n e s  
i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  due t o  i n h i b i t i o n  o f  MAO, t h e  m a i n  
monoamine d e a m i n a t i n g  enzyme.  One s e r i o u s  t o x i c  r e a c t i o n  t o  MAOI's 
i s  t h e  h y p e r t e n s i v e  c r i s i s ,  t h e  s o - c a l l e d  " c h e e s e  r e a c t i o n " ,  w h i c h  
r e s u l t s  when c e r t a i n  t y p e s  of  f o o d  t h a t  c o n t a i n  a h i g h  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t y r a m i n e  a r e  i n g e s t e d .  T h i s  i s  b e c a u s e  t y r a m i n e  i s  no l o n g e r  
m e t a b o l i s e d  a n d  i s  t a k e n  up by p e r i p h e r a l  n o r a d r e n e r g i c  n e r v e  e n d i n g s  
d i s p l a c i n g  NA w h ic h  p r o d u c e s  t h e  h y p e r t e n s i v e  c r i s i s .  T h i s  t o x i c  
r e a c t i o n  h a s  b e e n  m i n i m i z e d  by d e v e l o p m e n t  o f  more  s e l e c t i v e  
i n h i b i t o r s .  For  e x a m p le ,  d e p r e n i l  i s  a s e l e c t i v e  i n h i b i t o r  of MAO 
t y p e  B. I t  d o e s  n o t  i n h i b i t  t h e  p r e d o m i n a n t l y  p e r i p h e r a l  t y p e  A a n d  i s
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t h e r e f o r e  l e s s  l i k e l y  t o  p ro d u c e  a  h y p e r t e n s i v e  c r i s i s .
N e v e r t h e l e s s ,  t h e  MAOI's h a v e  b e e n  l a r g e l y  r e p l a c e d  by o t h e r  s a f e r  
f o r m s  o f  t r e a t m e n t ,  e x c e p t  i n  c a s e s  o f  n o n - r e s p o n d e r s .
The m a in  m e c h a n ism  o f  i n a c t i v a t i o n  o f  m o n o a m in e s  a t  t h e  n e r v e  
e n d i n g s  i s  t h e  h i g h  a f f i n i t y ,  e n e r g y  r e q u i r i n g  u p t a k e  s y s t e m  
( I v e r s e n ,  1975).  T h i s  p r o c e s s  i s  i n h i b i t e d  by t h e  t r i c y c l i c  
a n t i d e p r e s s a n t s ,  som e e x a m p l e s  o f  w h ic h  a r e :  c h l o r i m i p r a m i n e ,  
i m i p r a m i n e  a n d  a m i t r y p t y l i n e .  They h a v e  d i f f e r e n t  p o t e n c i e s  i n  
i n h i b i t i n g  5HT, NA a n d  DA u p t a k e  w i t h  som e c o n s i d e r a b l e  o v e r l a p  
a m o n g s t  them  a n d  t h e i r  m e t a b o l i t e s  a s  w e l l .  F o r  e x a m p le ,  th o u g h  
c h i  o r  i m i p r  a m in e  i s  t h e  m o s t  p o t e n t  5ET u p t a k e  i n h i b i t o r  a m o n g s t  t h e  
t r i c y c l i c s ,  i t s  m a j o r  m e t a b o l i t e ,  desm e t h y l  c h i  o r  i m i p r  a m in e  i s  a n  
i n h i b i t o r  o f  NA u f V a A c e .
New er t r i c y c l i c s  a n d  m o re  s p e c i f i c  m o n o am in e  r e u p t a k e  i n h i b i t o r s  
h a v e  b e e n  i n t r o d u c e d ,  b e l o n g i n g  t o  t h e  s o - c a l l e d  ’ s e c o n d  g e n e r a t i o n "  
o f  a n t i d e p r e s s a n t s .  F l u o x e t i n e ,  c i t a l o p r a m  an d  p a r o x e t i n e  a r e  m o re  
s p e c i f i c  i n h i b i t o r s  o f  5HT u p t a k e  ( P i n d e r  19 85). N o m ife n s in e  a n d  
m c x p r o t l l i n e  a r e  m o re  s p e c i f i c  f o r  DA a n d  NA u p t a k e  r e s p e c t i v e l y  an d  
show l e a s t  a c t i v i t y  t o w a r d s  s e r o t o n e r g i c  s y s t e m s  % A n o th e r  g r o u p  o f  
t h e  s e c o n d  g e n e r a t i o n ? r e p r e s e n t e d  by m i a n s e r i n  a n d  i p r i n d o l e , a r e  
i n a c t i v e  a g a i n s t  MAO o r  r e u p t a k e  p r o c e s s .  They do n o t  show up 
p o s i t i v e l y  i n  t h e  c l a s s i c a l  p h a r m a c o l o g i c a l  s c r e e n i n g  t e s t s  f o r  
a n t i d e p r e s s a n t s  y e t  t h e y  a r e  e f f e c t i v e  t h e r a p e u t i c a l l y .  They h a v e  
t h e r e f o r e  b e e n  t e r m e d  " a t y p i c a l "  a n t i d e p r e s s a n t s .
L i t h i u m  a n d  e l e c t r o c o n v u l s i v e  t h e r a p y  (ECT) a r e  o t h e r  w e l l  
e s t a b l i s h e d  f o r m s  o f  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t .  L i t h iu m  i s  one  o f  t h e  
m o s t  r e s e a r c h e d  a n t i d e p r e s s a n t s  y e t  i t s  r o l e  i s  s t i l l  u n c e r t a i n .  I t
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i s  m a i n l y  u s e d  i n  c u r r e n t  p r a c t i c e  a s  a p r o p h y l a c t i c  a g e n t  a g a i n s t  
t h e  m a n i c - d e p r e s s i v e  s y n d ro m e .  ECT i s  t h e  o l d e s t  o f  t h e  c u r r e n t  
f o r m s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s ,  h a v i n g  b e e n  i n t r o d u c e d  i n  193 8 by  C e r l e t t i  
a n d  B i n l  ( q u o t e d  by  G re e n  a n d  C o n s t a i n ,  1 9 8 1 ) .  R e p e a t e d  s h o c k s  
s p r e a d / o v e r  s e v e r a l  d a y s  a r e  n e c e s s a r y  an d  i t  i s  o n l y  r e c e n t l y  t h a t  
I t s  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n ,  w h ic h  c l e a r l y  i n v o l v e s  m o n o a m i n e r g i c  s y s t e m ,  
i s  b e g i n n i n g  t o  be u n d e r s t o o d .
L - T r y p t o p h a n  a n d  i t s  h y d r o x y l a t e d  m e t a b o l i t e ,  5HTP h a v e  b e e n  
u s e d  a l o n e  o r  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  a n t i d e p r e s s a n t s  a n d  
e n c o u r a g i n g  r e s u l t s  h a v e  g e n e r a l l y  b e e n  f o u n d r a t  l e a s t  i n  som e f o r m s  
o f  d e p r e s s i v e  i l l n e s s e s  ( v a n  P r a a g ,  1981).  T h i s  h a s  b e e n  o n e  o f  t h e  
m o s t  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h e  i n d o l e a m i n e  h y p o t h e s i s  o f  
a f f e c t i v e  d i s o r d e r s .
I t  i s  e v i d e n t  t h e r e f o r e  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  
a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  a l l  i n v o l v e  a t  l e a s t  o n e  o r  t h e  o t h e r  o f  t h e  
m o n o a m in e s  5HT, DA a n d  NA. What i s  n o t  c l e a r  i s  w h i c h  s y s t e m  i s  t h e  
m o s t  i m p o r t a n t .  H ow ever ,  s u c h  a n  a r g u m e n t  i s  p r o b a b l y  i r r e l e v a n t  i n  
v ie w  o f  t h e  f a c t  t h a t  a l l  t h e  n e u r o t r a n s m i t t e r  s y s t e m s  i n c l u d i n g  t h e  
a m in o  a c i d  a n d  n e u r o p e p t i d e  c o - t r a n s m i t t e r s  m u t u a l l y  i n t e r a c t  
(R a c a g n i  a n d  B r u n e l l o ,  19 84; C o s ta ,  1 9 8 2 ) .  P e r t u b a t i o n  o f  one  s y s t e m  
w o u ld  t h e r e f o r e  be e x p e c t e d  t o  m o d u l a t e  t h e  r e s t  a n d  e v e n t u a l l y  t h e  
o v e r t  mood o r  b e h a v i o u r  o f  a n  i n d i v i d u a l .
N e v e r t h e l e s s  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  r e s i s t  som e o f  t h e  m o re  
c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  w h ic h  i m p l i c a t e s  s e r o t o n i n  a s  p l a y i n g  a m a j o r  
r o l e ,  a t  l e a s t  i n  som e f o r m s  o f  d e p r e s s i o n s .  S h o p s in ,  C a s s a n o  a n d  
C o n t i  (1 9 8 1 )  s u r v e y e d  l i t e r a t u r e  on  n e w e r  a n t i d e p r e s s a n t s  and  
c o n c l u d e d  t h a t  t h o s e  a g e n t s  m o re  s p e c i f i c  f o r  5HT s y s t e m  w e re  
c o n s i s t e n t l y  m o re  s u c c e s s f u l  t h e r a p e u t i c a l l y  t h a n  t h o s e  t o w a r d s  NA o r
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DA. M o re o v e r ,  i n  o n e  o f  t h e i r  e a r l i e r  s t u d i e s ,  t h e y  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  PCPA, a n  i n h i b i t o r  o f  5HT s y n t h e s i s ,  r e v e r s e d  t h e  a n t i d e p r e s s a n t  
e f f e c t s  o f  i m i p r a m i n e  a n d  t r a n y l c y p r o m i n e  (a  MA0I) w h i l e  a -  
m e t h y l  t y r o  s i n e ,  a n  i n h i b i t o r  o f  NA d i d  n o t .  The i n d o l e a m i n e  
h y p o t h e s i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  by t h e  m o d e r a t e l y  s u c c e s s f u l  u s e  o f  
L-TRY a n d  5HTP a s  a n t i d e p r e s s a n t s  (V an P r a a g ,  1 9 8 1 ) .  B e c a u s e  o f  
t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  r e s t  o f  t h i s  c h a p t e r  a n d  I n d e e d  t h e  w h o l e  
t h e s i s  i s  d i s c u s s e d  w i t h  p a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  t o  t h e  s e r o t o n e r g i c  
s y s t e m .
4 .2  .  EFFECTS OF ANTIEE PRESSANTS ON SEROTONERGIC SYSTEMS
The n e t  e f f e c t  o f  MAOI's a n d  r e u p t a k e  b l o c k e r s  i s  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n o a m in e s  a v a i l a b l e  f o r  s y n a p t i c  t r a n s m i s s i o n ,  
th o u g h  t h e  sam e c a n n o t  be s a i d  f o r  t h e  " a t y p i c a l ” g ro u p  o f  
a n t i d e p r e s s a n t s .  The h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  5-H T a t  t h e  s y n a p s e  i s  
so o n  c o u n t e r a c t e d  by c o m p e n s a t o r y  p r e -  a n d  p o s t s y n a p t i c  m e c h a n i s m s  
w h ic h  ev o k e  c h a n g e s  i n  s y n t h e s i s  a n d  r e l e a s e  o f  5HT a n d  r e c e p t o r  
r e s p o n s i v e n e s s .  S in c e  t h e r a p e u t i c  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s  a r e  
o b s e r v e d  o n l y  a f t e r  r e p e a t e d  a d m i n i s t r a t i o n ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  a c u t e  a n d  c h r o n i c  e f f e c t s .
4 . 2 . 1 .  A c u te  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t
A c u te  e f f e c t s  o f  a n t i  d e p r e s s a n t s  a r e  m a i n l y  s e e n  w i t h  t h e  
t r i c y c l i c s .  They h a v e  b e e n  show n  t o  r e d u c e  t h e  f i r i n g  r a t e  o f  t h e  
s e r o t o n i n  c o n t a i n i n g  c e l l s  o f  t h e  r a p h £  n u c l e i  ( S c u v e e -M o re a n  a n d  
D r e s s e ,  197 9 ) .  T h i s  i s  i n  t u r n  r e f l e c t e d  i n  t h e  d e c r e a s e  o f  5HT 
t u r n o v e r  ( C a r l s s o n  a n d  L i n d q v i s t ,  197 8b, q u o t e d  by W i l l n e r ,  1985).  On
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t h e  o t h e r  h a n d ,  M i a n s e r i n  a n d  o t h e r  " a t y p i c a l s "  w h ic h  h a v e  no e f f e c t  
o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s y n a p t i c  5-HT do n o t  a l t e r  i t s  t u r n o v e r .
(M arco  a n d  Meek, 1 9 7 9 ;  K a fo e ,  De R i d d e r  an d  L e o n a r d ,  1 9 7 6 ) .
E l e c t r o c o n v u l s l v e  s h o c k  a c t i v a t e s  5HT n e u r o n s  c a u s i n g  a n  
i n c r e a s e  i n  5HT r e l e a s e ,  a s  m e a s u r e d  by I n c r e a s e d  5HIAA l e v e l  i n  r a t  
b r a i n  (E v a n s  e t  a l . ,  1976) a n d  t h e r e  a r e  som e r e p o r t s  t h a t  i t  
d e c r e a s e s  i t s  u p t a k e  a s  w e l l  (M inchin  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h ese  
o b s e r v a t i o n s  w o u ld  i n d i c a t e  a n  a c t i v a t i o n  o f  t h e  5HT s y s t e m .
The p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r s  a r e  g e n e r a l l y  a c t i v a t e d  by t h e  
t r i c y c l i c s .  T h i s  i s  s e e n  f o r  e x a m p le  by a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f r e q u e n c y  
o f  h e a d  t w i t c h e s  i n  r a t s  a n d  m i c e  i n d u c e d  by low  d o s e s  o f  5HTP (O g re n  
e t  a l . ,  1982 , q u o t e d  by  W i l l n e r ,  1985) o r  i n c r e a s e  i n  p r o l a c t i n  r e l e a s e  
i n  h u m an s  (A n d e r s o n  a n d  Cowen, 1 9 8 6 ) ,  a  p r o c e s s  b e l i e v e d  t o  be 
m e d i a t e d  by  5HT^ r e c e p t o r s  ( s e e  s e c t  1 .1 .7 .e ) .  M i a n s e r i n  h a s  n o  
p o t e n t i a t i n g  e f f e c t s  o n  5ET n e u r o n s  o n  a c u t e  t r e a t m e n t ,  b u t  b e c a u s e  
o f  i t s  p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r  b lo c k a d e ,  i t  a n t a g o n i z e s  m any  5HT- 
m e d i a t e d  r e s p o n s e s  (Maj e t  a l . ,  197 8 ; J o n e s ,  19 8 0 ) .
4 . 2 . 2 .  C h r o n ic  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t
F o l l o w i n g  c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t i d e p r e s s a n t s ,  som e o f  t h e  
a c u t e  e f f e c t s  c i t e d  a b o v e  a r e  m o d i f i e d  due t o  a d a p t i v e  c h a n g e s  a t  
p r e -  and  p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r s  i n  a n  e f f o r t  t o  r e s t o r e  h o m e o s t a s i s .  
T h ese  c h a n g e s  a r e  p r o b a b l y  m o re  r e l e v a n t  t o  t h e r a p e u t i c  r e s p o n s e .
S u g ru e  (1981) a n d  W i l l n e r  (1985) h a v e  r e c e n t l y  r e v i e w e d  e f f e c t s  
o f  c h r o n i c  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  on  p r e -  an d  p o s t s y n a p t i c  5-HT 
f u n c t i o n .  T h ese  a u t h o r s  c o n c lu d e d  t h a t  i n  g e n e r a l ,  a g e n t s  t h a t  
r e d u c e d  t u r n o v e r  a c u t e l y  a l s o  d i d  s o  c h r o n i c a l l y  w h i l e  t h o s e  w i t h o u t  
any  a c u t e  e f f e c t s  w e r e  l i k e w i s e  i n a c t i v e  on l o n g  t e r m  t r e a t m e n t .
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T h e s e  e f f e c t s  w e r e  o b s e r v e d  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  a s  w e l l  a s  i n  
p a t i e n t s ,  a s  a s s e s s e d  by c o n c e n t r a t i o n  o f  CSF 5HIAA.
T he p o s t s y n a p t i c  r e c e p t o r  r e s p o n s e  t o  i o n t o p h o r e t i c a l l y  a p p l i e d
5HT o r  5 - m e t h o x y - d i r a e t h y l t r y p t a m i n e  ( 5-MeO-DMT), a 5-HT r e c e p t o r
/
a g o n i s t ,  i s  s u b s t a n t i a l l y  e n h a n c e d  i n  m o s t  c a s e s  by c h r o n i c  
a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t .  T h i s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  m a i n l y  i n  a l l  b r a i n  
a r e a s  e x c e p t  t h e  c e r e b r a l  c o r t e x  (S u g r u e ,  19 81; W i l l n e r ,  1 9 8 5 ) .  
B e h a v i o u r a l  r e s p o n s e s  t o  v a r i o u s  5HT a g o n i s t s  a r e  e n h a n c e d ,  e .g .  
I n d u c t i o n  o f  h e a d  t w i t c h e s  by 5HTP. S i m i l a r  e f f e c t s  a r e  o b s e r v e d  
f o l l o w i n g  r e p e a t e d  ECS (E v a n s ,  e t  a l ,  1976 ; G ra h a m -S m ith ,  G re e n  a n d  
C o n s t a i n ,  197 8 ) .
The r e s p o n s e  o f  5HT^ an d  5 HT2 r e c e p t o r s  t o  a n t i d e p r e s s a n t  
t r e a t m e n t  i s  v e r y  i n c o n s i s t e n t .  I n  g e n e r a l ,  5HT^ a r e  i n s e n s i t i v e  
w h i l e  i n  m o s t  c a s e s  5 HT2 r e c e p t o r s  a r e  d o w n - r e g u l a t e d ,  a s  m e a s u r e d  by a  
d e c r e a s e  i n  r e c e p t o r  n u m b er  (Bm ax ) r a t h e r  t h a n  by a f f i n i t y  c h a n g e  
(Kd) ( W i l l n e r ,  1 9 8 5 ;  O g re n  a n d  F uxe ,  19 85; E nna  e t  a l ,  19 81 an d  
G re e n  a n d  N u t t ,  1 9 8 3 ) .  Though t h i s  w o u ld  im p ly  a n  i n v o l v e m e n t  o f  
5 HT2 r e c e p t o r s  i n  a n t i d e p r e s s a n t  r e s p o n s e ,  i n  v ie w  o f  s e v e r a l  
i n c o n s i s t e n c i e s ,  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  a r e  u n c l e a r  a n d  
r e m a i n  t o  be  e l u c i d a t e d .
One r e a s o n a b l e  c o n c l u s i o n  f ro m  a l l  t h i s  a n a l y s i s  i s  t h a t  
a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  g e n e r a l l y  l e a d s  t o  a n  e n h a n c e m e n t  o f  
t r a n s m i s s i o n  a c r o s s  t h e  5HT s y n a p s e  e i t h e r  by r e u p t a k e  b l o c k a d e  o r  by 
i n c r e a s i n g  r e c e p t o r  r e s p o n s i v e n e s s  t o  5HT o r  i t s  a g o n i s t s  ( W i l l n e r ,  
19 8 5 ;  F u l l e r ,  1 9 8 1 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h i s  may be a n  
o v e r s i m p l i f i c a t i o n  o f  a m ore  c o m p l i c a t e d  p i c t u r e  a n d  t h a t  g i v e n  t h e  
p r e s e n t  l i m i t e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  f u n c t i o n  o f  m o n o a m in e r g i c
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n e u r o n s ,  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  a u n i f y i n g  t h e o r y  on  t h e  m ech an ism  o f  
a c t i o n  o f  a n t i  d e p r e s s a n t s  i s  f a r  f ro m  c o m p l e t e .
4 . 3 .  EXPERIMENTAL SECTION
The r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s  w a s  m e a s u r e d  by tw o  t e c h n i q u e s :
a )  Ex v i v o  a s s a y  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  (T ry -O H ase )  an d
b) I n  v i v o  t u r n o v e r  o f  5HT f o l l o w i n g  5 -H y d ro x y  t r y p t o p h a n  
d e c a r b o x y l a s e  (5HTP-DC) i n h i b i t i o n .  T h e s e  m e th o d s  h a v e  b e e n  
d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  C h a p t e r s  tw o  an d  t h r e e  r e s p e c t i v e l y .
C h i o r i m i p r a m i n e ,  m i a n s e r i n  a n d  p a r o x e t i n e  w e re  k i n d l y  d o n a t e d  by  
Beechara P h a r m a c e u t i c a l s .
4 .3 .1 .  E x v i v o  a s s a y  o f  a n t i d e p r e s s a n t  e f f e c t s  o n  T r y p to p h a n  
h y d r o x y la s e
Chi o r  i m i p r  a m in e  w a s  d i s s o l v e d  i n  n o r m a l  s a l i n e  w h i l e  m i a n s e r i n  
a n d  p a r o x e t i n e ,  b e c a u s e  o f  lo w  s o l u b i l i t y  w e r e  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  ( i . p . )  i n  a  s m a l l  v o lu m e  o f
0.2 m l .  The r a t s  w e r e  i n i t i a l l y  e n t r a i n e d  t o  LD 12:12 f o r  tw o  w e e k s  
b e f o r e  t h e  d r u g  a d m i n i s t r a t i o n .  F o r  a c u t e  s t u d i e s ,  a  d o s e  o f  2 0  
m g /k g  o f  e a c h  d r u g  w a s  i n j e c t e d  t o  d i f f e r e n t  g r o u p s  o f  r a t s  w e i g h i n g  
2 0 0  g -  3 0 0  g a t  e i t h e r  m i d - d a r k  o r  m i d - l i g h t  o f  t h e  l i g h t - d a r k  
c y c l e .  C o n t r o l  r a t s  r e c e i v e d  o n l y  t h e  v e h i c l e .  A f t e r  6 0  m in  t h e  
r a t s  w e r e  k i l l e d  by d e c a p i t a t i o n  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -C H ase  
a s s a y e d  a s  b e f o r e .
T he r a t s  w e r e  s i m i l a r l y  e n t r a i n e d  f o r  tw o  w e e k s  b e f o r e  c h r o n i c  
t r e a t m e n t  w a s  i n i t i a t e d .  A d o s e  o f  7.5 m g /k g  o f  c h l o r  i m i p r  a m in e  a n d  
m i a n s e r i n  w a s  t h e n  i n j e c t e d  t o  d i f f e r e n t  g ro u p s  o f  r a t s  t w i c e  d a i l y  
f o r  tw o  m o re  w e e k s .  The r a t s  c o n t i n u e d  t o  g a i n  w e i g h t  n o r m a l l y  a s
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c o m p a re d  t o  t h e  c o n t r o l s  an d  i t  w a s  c o n c lu d e d  t h a t  t h e s e  d o s e s  w e r e  
n o t  d e t r i m e n t a l  t o  t h e i r  h e a l t h .  At t h e  e n d  o f  t h e  t r e a t m e n t  p e r i o d  
t h e y  w e ig h e d  250-3  50  g. The a n i m a l s  w e r e  t h e n  k i l l e d  a t  m i d - d a r k  o r  
m i d - l i g h t ,  24 h o u r s  a f t e r  t h e  l a s t  d o s e  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -O H ase  
d e t e r m i n e d  a s  b e f o r e .
A c u te  e f f e c t s  o f  p a r o x e t i n e  on t h e  e x  v i v o  a c t i v i t y  o f  
t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  w a s  a l s o  d e t e r m i n e d .  D i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p a r o x e t i n e  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  f o r  t h e  a s s a y  
o f  T ry -C H ase .  T h i s  w as  done o n l y  a t  o n e  t i m e  p o i n t  o f  t h e  l i g h t - d a r k  
c y c l e ,  t h a t  i s ,  1 0 . 0 0  h o u r s .
4 . 3 . 2 .  E f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s  o n  5HT t u r n o v e r
T he sam e d o s e s  a n d  t h e  m e th o d  o f  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
c h l o r i r o i p r a m i n e ,  m i a n s e r i n  a n d  p a r o x e t i n e  a s  a b o v e  f o r  a c u t e  a n d  
c h r o n i c  t r e a t m e n t s  r e s p e c t i v e l y  w e re  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  o n  
t u r n o v e r .  The r a t s  w e re  a l s o  i n  t h e  same w e i g h t  r a n g e .
F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a c u t e  e f f e c t s ,  t h e  d r u g s  w e r e  
a d m i n i s t e r e d  a t  m i d - d a r k  o r  m i d - l i g h t  a s  b e f o r e .  A f t e r  15 m in ,  a  d o s e  
o f  7 5 m g /k g  o f  NSD1015 w as  i n j e c t e d  a n d  t h e  r a t s  k i l l e d  o n e  h o u r  
l a t e r  ( i . e .  l h r  15 m in  a f t e r  t h e  a n t i  d e p r e s s a n t ) .  5HTP i n  d i f f e r e n t  
b r a i n  a r e a s  w a s  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r .
A f t e r  a  c h r o n i c  t r e a t m e n t  p e r i o d  o f  tw o  w e e k s ,  NSD1015 (75 m g /k g )  
w a s  i n j e c t e d  a t  m i d - d a r k  o r  m i d - l i g h t ,  24  h o u r s  a f t e r  t h e  l a s t  d o s e  
o f  t h e  a n t i d e p r e s s a n t .  The r a t s  w e r e  k i l l e d  o n e  h o u r  a f t e r  NSD 1015 
a n d  5HTP m e a s u r e d  i n  d i f f e r e n t  b r a i n  a r e a s  a s  b e f o r e .
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4 . 4 .  RESULTS SECTION
4 .4 .1 .  E f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s  o n  e x  v i v o  a c t i v i t y  o f  T r y p to p h a n  
h y d r o x y la s e
( a )  A c u te  d r u g  e f f e c t s
T he r e s u l t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a c u t e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  m i a n s e r i n ,  
c l o m i p r a m i n e  a n d  p a r o x e t i n e  (2 0  m g /k g  e a c h )  a r e  r e p r e s e n t e d  
g r a p h i c a l l y  i n  f i g s  4.4 ( a ) - ( f ) .  Two s e t s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  done  
f o r  e a c h  d r u g :  m i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t  w i t h  m a t c h i n g  c o n t r o l s  i n  e a c h  
c a s e .  I n  a l l  c a s e s ,  t h e  v e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM o f  t h e  a c t i v i t y  
o f  T ry -O H ase ,  d e f i n e d  a s  t o t a l  C02 e v o l v e d  i n  praol p e r  mg w e t  o f  
b r a i n s t e m  p e r  3 0  m in .  N v a l u e s  a r e  i n d i c a t e d  i n  t h e  l e g e n d s  f o r  
e a c h  g r a p h .
The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t r e a t e d  an d  c o n t r o l  v a l u e s  w e r e  a s s e s s e d  
s t a t i s t i c a l l y  a t  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  L -T ry  by  S t u d e n t ' s  t - t e s t .  I n  
a l l  c a s e s ,  t h e r e  w a s  n o  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  s a m p l e s  i n  a l l  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L -T ry  u s e d  
e i t h e r  a t  m i d - d a r k  o r  m i d - l i g h t .  I t  w a s  t h e r e f o r e  c o n c lu d e d  t h a t  
a c u t e  m i a n s e r i n ,  c l o m i p r a m i n e  o r  p a r o x e t i n e  h a d  no e f f e c t  o n  t h e  
a c t i v i t y  o f  T ry -C H a se  i n  t h e  b r a i n s t e m  a t  t h e  d o s e s  u s e d  i n  t h e s e  
e x p e r i m e n t s .
S i m i l a r l y ,  I n c l u s i o n  o f  I n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p a r o x e t i n e  
(0 .1  -  2 .0  j ig /m l )  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m e d ia  d i d  n o t  h a v e  an y  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -C H ase  w h en  e a c h  i s  
co m p ared  t o  c o n t r o l  ( w i t h  no  p a r o x e t i n e  a d d e d )  -  f i g .  4 / 4 ( g ) .
( b )  C h r o n ic  d r u g  e f f e c t s
I n  c o n t r a s t  t o  a c u t e  t r e a t m e n t ,  c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  













Fig. 4 . 4 ( a ) .
The effect of acute mianserin administration (20 mg/kg 
i.p.) on the activity of Try-OHase in the rat brainstem
homogenates at mid-light of LD 12:12. □ ------- □ , treated;
■ --------- ■ , control. The vertical bars represent
the SEM of the activity of Try-OHase, defined as C02 evolved















1 0 . O n
8.0
6 . 0 *
4 . 0
2.0
6.0 12.0 18 .0  2 4 . 0  30 .0
L-TRY. CONC./pM.
F i g . 4 . 4 ( b ) .
The effect of acute mianserin treatment (20 mg/kg i.p.) 
on the activity of Try-OHase in the rat brainstem 
homogenates at mid-dark of LD 12:12. Treated, □—  - —□ •
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Flfl. 4 .4 (c) .
The effect of acute clomipramine (20 mg/kg i.p.) 
on the activity of Try-OHase in the rat brainstem
homogenates at mid-light of LD 12:12. Control ■------ ■ ;
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Fig. 4 .4 ( d ) .
The effect of acute clomipramine (20 mg/kg i.p.) on 
the activity of Try-OHase in the rat brainstem 
homogenate at mid-dark of LD 12:12. Control,+- 4  ;
treated, O  q  . The vertical bars represent SEM;
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Fig. 4 . 4 ( e ) .
The effect of acute paroxetine administration (20 mg/kg
i.p.) on the activity of Try-OHase in the rat brainstem
homogenates at mid-light of LD 12; 12. Control + ~ ----


























3 0 . 010.0
L -TRY.CONC./pM
Fig. 4 . 4  ( f ) -
The effect of acute paroxetine (20 mg/kg i.p.) on the 
activity of Try-OHase in the rat brainstem homogenates
at mid-dark of LD 12:12. Control,#------ #  ; treated,
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a r o x e t i n e  C o n c . / p g / m l .
Fig. 4 . 4  (g) .
The effect of paroxetine on the in vitro activity 
of Try-OHase in the brainstem homogenates at 10.00 
hrs. The vertical bars represent SEM; n=3.
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e f f e c t  on  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -C H ase .  T h ese  a r e  show n g r a p h i c a l l y  i n  
f i g s .  4 .4 ( h ) —(k) .  At l e a s t  i n  some c o n c e n t r a t i o n s  o f  L -T ry ,  t h e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  v a l u e s  d i d  r e a c h  s t a t i s t i c a l  
s i g n i f i c a n c e  a n d  i s  i n d i c a t e d  i n  t h e  l e g e n d  o f  e a c h  g ra p h .  I t  i s  
t h u s  c l e a r  t h a t  m i a n s e r i n  an d  c l o m i p r a m i n e  i n c r e a s e d  t h e  a c t i v i t y  o f  
T ry-O H ase  a n d  t h a t  t h i s  e f f e c t  w a s  n o t  d i f f e r e n t  a t  t h e  tw o  t i m e  
p o i n t s  e x a m in e d ,  n am ely  m i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t .
The a c t i v i t y  o f  T ry -O H ase  i n  a l l  c a s e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  
a t  m i d - d a r k  t h a n  m i d - l i g h t  i n  c o n t r o l s .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  
t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  e a r l i e r  i n  c h a p t e r  tw o  c o n c e r n i n g  t h e  c i r c a d i a n  
rh y th m  o f  T ry -C H ase  a c t i v i t y .
4 . 5 .  EFFECT OF ANTIDEPRESSANTS ON IN VIVO 5HT TURNOVER
4 . 5 . 1 .  A c u te  d r u g  e f f e c t s
T he r e s u l t s  o f  a c u t e  m i a n s e r i n ,  c l e a n l p r a m i n e  a n d  p a r o x e t i n e  
( e a c h  2 0  m g /k g )  o n  t h e  t u r n o v e r  o f  5HT i n  t h e  b r a i n s t e m  a r e  d e p i c t e d  
i n  f i g s .  4 . 5 ( a ) - ( c ) .  The t u r n o v e r  i s  e x p r e s s e d  a s  t h e  a m o u n t  o f  5HTP 
f o r m e d  i n  n g  p e r  mg p r o t e i n  o f  a  10% h o m o g e n a te  p e r  h o u r .  The 
v e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  SEM a n d  n v a l u e s  a r e  i n d i c a t e d  i n  e a c h  c a s e .
S t u d e n t ' s  t - t e s t  w a s  u s e d  t o  c o m p a re  t h e  t r e a t e d  a n d  c o n t r o l  
v a l u e s  a t  m i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t  f o r  e a c h  d r u g .  W h i le  m i a n s e r i n  
[ f i g .  4 . 5 ( a ) ]  d i d  n o t  i n d u c e  an y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t u r n o v e r ,  
c l o m i p r a m i n e  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  i t  a t  b o t h  m i d - d a r k  a n d  m i d -  
l i g h t  [ f i g .  4 .5 (b ) ,  p < a 0 0 1  a n d  0 .01  r e s p e c t i v e l y ] .  P a r o x e t i n e ,  o n
t h e  o t h e r  h an d ,  r e d u c e d  t u r n o v e r  o n l y  a t  m i d - d a r k  [ f i g .  4 . 5 ( c ) ,  
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L- Tr y .  C on e . / | J M .
Fig. 4 . 4  (h).
The effect of chronic mianserin administration (7.5 mg/kg i.p. BD x 
14 days) on the activity of Try-OHase in the rat brainstem homogenates 
at mid-light of LD 12:12. The vertical bars represent SEM. Control
• ----- -• ; treated, O ------ O  ; n=4. * p<0.05, ** p <0.02,
*** p <0.0t compared to controls (Students t-test).
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Fig. 4 .4(1).
The effect of chronic mianserin administration (7.5 mg/kg i.p. 
BD x 14 days) on the activity of Try-OHase in the rat brainstem 
homogenate at mid-dark of LD 12:12. The vertical bars represent
SEM; n=5. Control, #  #  • treated, O ----- -o - * P<0*05,
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Fig. 4 .4 ( j ) .
The effect of chronic clomipramine administration (7.5 mg/kg 
BD x 14 days, i.p.) on the activity of Try-OHase in the rat 
brainstem homogenates at mid-light of LD 12:12. Control
• ------- •  ; treated, O ------ O  • The vertical bars represent
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Fig. 4 .4 (k ) .
The effect of chronic clomipramine administration (7.5 mg/kg 
BD x 14 days) on the activity of Try-OHase in the rat brainstem
homogenates at mid-dark of LD 12:12. Control,# #  ; treated,
O    O  • The vertical bars represent SEM; n=4. * p<0.01,
** p<0.001 compared to controls (Student's t-test).
MID-LIGHT MI D- DARK.
Fig. 4 .5 ( a ) .
The effect of acute mianserin (20 mg/kg i.p.) 
on the turnover of 5HT in the rat brainstem 
at mid-light and mid-dark of LD 12:12. Control 
hatched columns, treated: open columns. 
The solid black horizontal bar represents 
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Fig.  4 . 5 ( b ) .
The effect of acute clomipramine (20 mg/kg 
i.p.) on the turnover of 5HT in the rat 
brainstem at mid-light and mid-dark of LD 
12:12. Treated: hatched columns; control: 
open columns. The vertical bars represent 
SEM; n=6. * p<0.01, ** p<0.001 compared
to controls (Student's t-test). The 
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8 . 0 *
4 . 0
MID-LIGHT.  MID- DARK.
Fig. 4 . 5( c)
The effect of acute paroxetine (20 mg/kg 
i.p.) on the turnover of 5HT in the rat 
brainstem at mid-light and mid-dark of
LD 12:12. Treated: hatched columns; control:open columns. 
The vertical bars represent SEM; n=7 or 8. * p<0.01 
compared to controls (Student's t-test). The solid 
horizontal black bar represents the mid-dark period.
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4 . 5 . 2 .  C h r o n ic  d r u g  e f f e c t s
F i g s  4 . 5 ( d ) - ( h )  show t h e  e f f e c t s  o f  c h r o n i c  c l o m i p r a m i n e ,  
m i a n s e r i n  a n d  p a r o x e t i n e  o n  5HT t u r n o v e r  i n  t h e  b r a i n s t e m  a n d  t h e  
c o r t e x .  The d r u g s  g a v e  d i f f e r e n t  e f f e c t s  a t  t h e  t w o  t i m e  p o i n t s .  
M i a n s e r i n ,  a s  s e e n  i n  f i g .  4 . 5 ( d ) ,  d e c r e a s e d  t u r n o v e r  a t  b o t h  m i d - d a r k  
a n d  m i d - l i g h t  i n  t h e  b r a i n s t e m  (p < 0 . 0 1 ) .  I n  t h e  c o r t e x  h o w e v e r ,  t h e  
d e c r e a s e  w a s  s e e n  o n l y  a t  m i d - d a r k  (p<0 .0 5 )  b u t  n o t  a t  m i d - l i g h t  
[ f i g .  4 . 5 ( e ) ] .  The o p p o s i t e  w a s  o b t a i n e d  w i t h  c l o m i p r a m i n e .  As s e e n  
i n  f i g .  4 . 5 ( f ) ,  i t  c a u s e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i s  t u r n o v e r  a t  b o t h  
m i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t  i n  t h e  b r a i n s t e m  (p < 0 . 0 2  a n d  0 . 0 1  
r e s p e c t i v e l y ) .  P a r o x e t i n e  g e n e r a l l y  h a d  no  e f f e c t .  I n  t h e  
b r a i n s t e m ,  i t  l e d  t o  a  d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  o n l y  a t  m i d - l i g h t  
( p < 0 . 0 2 )  b u t  n o t  a t  m i d - d a r k  [ f i g .  4 . 5 ( g ) ] .  No e f f e c t  c o u l d  b e  
d e t e c t e d  o n  c o r t i c a l  t u r n o v e r  a t  a n y  o f  t h e  t w o  t i m e  p o i n t s  [ f i g .
4 . 5 ( h ) ]  .
I n  a l l  c a s e s , t h e  c o n t r o l  v a l u e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a t  
m i d - d a r k  t h a n  m i d - l i g h t ,  a g a i n  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  
e a r l i e r  i n  c h a p t e r  t h r e e .  The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  
d i s c u s s e d  i n  t h e  n e x t  c h a p t e r .
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Fig. 4 . 5 ( d ) .
The effect of chronic mianserin administration 
(7.5 mg/kg BD x 14 days) on the turnover 
of 5HT in the rat brainstem at the mid-light 
and mid-dark periods of LD 12:12. Control: 
open columns; treated: hatched columns.
* p<0.01 compared to controls (Student's 
t-test); n=4. The vertical bars represent 
SEM.
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Fig 4 .5 ( e ) .
The effect of chronic administration of 
mianserin (7.5 mg/kg BD x 14 days) on the 
turnover of 5HT in the rat cerebral cortex. 
Treated: hatched columns; control: open 
columns; n=4. The vertical bars represent 





Fig. 4 .5 ( f ) .
The effect of chronic clomipramine (7.5 mg/kg 
BD x 14 days) on the turnover of 5HT in the 
rat brainstem at mid-light and mid-dark of 
LD 12:12. Treated: hatched columns; control:
open columns. The vertical bars represent 
SEM; n=4. ** p<0.02, *p<0.01 compared to
controls (Student's t -test).
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MID-LIGHT Ml D - DARK
Fig. 4 .5 (g ) .
The effect of chronic paroxetine administration 
(10 mg/kg OD x 14 days) on the turnover of 5HT 
in the rat brainstem at mid-light and mid-dark 
of LD 12:12. The vertical bars represent SEM. 
Treated: hatched columns; control: open columns; 
n=5. * p<0.02 compared to centrols(Student's
t-test).
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MID-LIGHT MID- DARK
Fig.  4 . 5 ( h ) .
The effect of chronic paroxetine administration 
(10 mg/kg OD x 14 days) on the turnover 
of 5HT in the rat cerebral cortex at mid-light 
and mid-dark of LD 12:12. Treated: hatched 
columns; control: open columns. The vertical 
bars represent SEM; n=5.
132
C h a p t e r  5
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5 . 1 .  REGULATION OF CIRCADIAN RHYTHM OF TRYPTOPHAN HYDROXYLASE
The b r a i n s t e m  h a s  a h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  s e r o t o n e r g i c  c e l l  
b o d i e s  a n d  much l e s s  t e r m i n a l s  t h a n  m o s t  o t h e r  a r e a s  o f  t h e  b r a i n .
I t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  t h e r e f o r e  t h a t  r e l a t i v e l y  l e s s  a c t i v i t y  o f  Try^- 
OHase t h a n  w o u l d  be o t h e r w i s e  e x p e c t e d  w a s  m e a s u r a b l e  i n  t h e  P2 
f r a c t i o n  ( m a i n l y  r i c h  i n  n e r v e  e n d i n g s )  p r e p a r e d  f r o m  t h e  b r a i n s t e m  
t h a n  t h e  s t r i a t u m ,  t h o u g h  i t  w a s  s t i l l  h i g h e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  
c o r t i c a l  p r e p a r a t i o n  ( F i g .  2 f ) .  When t h e  a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  i n  
v i v o  h o w e v e r ,  t h e  b r a i n s t e m  h a d  a much h i g h e r  a b i l i t y  t o  s y n t h e s i s e  
5HTP t h a n  t h e  c o r t e x ,  t h u s  c o n f i r m i n g  t h a t  a  h i g h e r  a c t i v i t y  o f  T r y -  
QHase r e s i d e s  i n  t h e  c e l l  b o d i e s  t h a n  i n  t h e  n e r v e  e n d i n g s  ( F i g .  3 f ) .
Ex v i v o  o r  i n  v i t r o  a s s a y  o f  T ry - C H a s e  r e q u i r e s  t h e  a d d i t i o n  o f  
L - T r y  i n  t h e  i n c u b a t i o n  medium c o n t a i n i n g  t h e  en zyme p r e p a r a t i o n  a n d  
a p p r o p r i a t e  i n g r e d i e n t s  a n d  pH n e c e s s a r y  f o r  o p t im u m  a c t i v i t y .  The 
s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n  ( u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s )  f i r s t  t a k e s  up 
t h e  e x o g e n o u s  L - T r y  by a n  e n e r g y -  a n d  t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t  p r o c e s s .  
T h i s  m e c h a n i s m  i s  i m p o r t a n t  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L- 
Try  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  enzyme i n  t h e  s y n a p t o s o m e s .  I t  h a s  b e e n  
show n  t h a t  t h e  u p t a k e  i s  a r a p i d  p r o c e s s  a n d  t h a t  a n  e q u i l i b r i u m  i s  
a t t a i n e d  w i t h i n  1 0  m i n s  ( G r a h a m - S m i t h  a n d  P a r f i t ,  1970) .  The 
i n c u b a t i o n s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  h e r e  f o r  a t  l e a s t  3 0  m i n  a n d  i t  i s  
h o p e d  t h a t  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  u p t a k e  p r o c e s s  i s  t h e r e f o r e  m i n i m i s e d  o r  
a v o i d e d .
The a c t i v i t y  o f  T ry - Q H ase  d i s p l a y e d  a  s i g n i f i c a n t  c i r c a d i a n  
r h y t h m  i n  t h e  b r a i n  a r e a s  e x a m i n e d ,  n a m e l y  t h e  b r a i n s t e m ,  c o r t e x  a n d  
t h e  s t r i a t u m .  The p h a s e  r e l a t i o n s h i p  w a s  s i m i l a r  i n  a l l  a r e a s .  I n  
a l l  c a s e s  t h e  a c t i v i t y  w a s  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  t h a n  i n  t h e  l i g h t  
p e r i o d .  As c a n  be s e e n  i n  f i g .  2 ( f )  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  i n  t h e
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b r a i n s t e m  and c o r t e x  w a s  f o u n d  t o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  d a r k  a n d  l o w e s t  
a t  t h e  e n d  of  t h e  l i g h t  p h a s e .  The a c t i v i t y  i n  t h e  s t r i a t u m  
g e n e r a l l y  f o l l o w e d  a s i m i l a r  p a t t e r n .  T h ese  r e s u l t s  a r e  i n  good 
a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  p u b l i s h e d  by C a h i l l  a n d  E h r e t  (1981)  who f o u n d  a 
s i m i l a r  r h y t h m  i n  t h e  r a t  b r a i n s t e m  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  p r e p a r e d  
f r o m  h i g h  s p e e d  (3 0 , 0 0 0  xg) c e n t r i f u g a t i o n  o f  b r a i n s t e m  h o r a o g e n a t e s .  
The  a c t i v i t y  r h y th m  o f  t h e  r a t  p i n e a l  T ry - C H ase  r e p o r t e d  by S h i b u y a ,  
T o r u  a n d  W a ta n ab e  (197 8 ) i s  a l s o  v e r y  s i m i l a r .
Th e r e s u l t s  f r o m  t u r n o v e r  e x p e r i m e n t s  ( t h o u g h  n o t  s t r i c t l y  
m e a s u r i n g  c i r c a d i a n  r h y t h m )  show t h a t  _in v i v o  t u r n o v e r  o f  5HT i s  
h i g h e r  i n  t h e  d a r k  t h a n  l i g h t  p e r i o d  b o t h  i n  t h e  b r a i n s t e m  an d  t h e  
c o r t e x  ( f i g  3d) .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  by King,
S t e i n l e c h n e r  and S t e g e r  (19 85) i n  r a t  m e d i o b a s a l  h y p o t h a l a m u s  u s i n g  a 
s i m i l a r  m e t h o d  o f  a s s a y  t o  t h e  o n e  u s e d  h e r e .  H u t s o n ,  S a r n a  a n d  
C u r z o n  (19 84) ,  by s a m p l i n g  CSF f o r  5HIAA a c c u m u l a t i o n  a f t e r  
p r o b e n e c i d  a d m i n i s t r a t i o n ,  a n d  M a r t i n  a n d  M arsden  (1 9 8 5 )  u s i n g  i n  
v i v o  v o l t a m m e t r y  t o  m e a s u r e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HIAA h a v e  a l s o  r e p o r t e d  
t h a t  t h e s e  v a l u e s  a r e  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  p e r i o d .
S i n c e  T ry -CH ase  i n  t h e  r a t e  l i m i t i n g  enzyme ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  
a s s u m e  t h a t  t h e  h i g h e r  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  t h e  d a r k  r e p r e s e n t s  a n  
a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  
L - T r y ,  [O2 ] o r  BH^ c o - s u b s t r a t e s  a r e  n o t  l i m i t i n g .  L - T r y  i s  u n l i k e l y  
t o  be l i m i t i n g  a t  t h i s  p o i n t  i n  t h e  l i g h t - d a r k  c y c l e  b e c a u s e ,  a s  
r e v i e w e d  e a r l i e r  ( s e c t i o n  2 . 1 ) ,  i t  h a s  b e e n  r e p e a t e d l y  shown  t h a t  i t s  
c o n c e n t r a t i o n  i s  h i g h e s t  i n  t h e  d a r k .  The p o s i t i o n  w i t h  t h e  o t h e r  
tw o  c o - s u b s t r a t e s ,  [ O2 3 a n d  BH4 , i s  h o w e v e r  n o t  c l e a r .  H i e s e  r e s u l t s ,  
t a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  by J j i  v i v o  a s s a y s  w o u l d  s t r o n g l y
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s u g g e s t  t h a t  t h e  r a t e  of  5HT s y n t h e s i s  i s  h i g h e r  i n  t h e  d a r k  a n d  one 
w o u l d  t h e r e f o r e  e x p e c t  t o  f i n d  a h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT a t  t h i s  
p e r i o d  o r  i m m e d i a t e l y  a f t e r .  On t h e  c o n t r a r y ,  a s  c i t e d  e a r l i e r  i n  
t h e  I n t r o d u c t i o n ,  e v i d e n c e  d o e s  n o t  s u p p o r t  t h i s  v i e w .
T r y - C H a s e  i s  a n  enz ym e  w h i c h  by n a t u r e  h a s  a v e r y  low a c t i v i t y .  
T h i s  h a s  b e e n  o n e  o f  t h e  m a i n  f a c t o r s  w h i c h  h a m p e r e d  i t s  s t u d y  i n  t h e  
p a s t  b e f o r e  t h e  a d v e n t  o f  m o re  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s .  I t s  a b i l i t y  t o  
c o n v e r t  L - T r y  t o  5HTP _in v i v o  o r  v i v o  i n  s y n a p t o s o m e s  o r  b r a i n  
s l i c e s  i s  much l e s s  t h a n  w o u l d  be  p r e d i c t e d  f r o m  t h e  a c t i v i t y  o f  T r y -  
QHase m e a s u r e d  JLn v i t r o  i n  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o - f a c t o r .  I n  t h e  d o r s a l  raphe, t h e  
d i f f e r e n c e  e x c e e d s  tw o  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  (Meek a n d  L o f s t r a n d h ,
197 6 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -C H ase  i n  s e r o t o n e r g i c  
n e u r o n s  i s  s e v e r e l y  r e s t r i c t e d ;  a n d  t h i s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  a n  e n d o g e n o u s  i n h i b i t o r  ( M a n d e l l ,  197 5 q u o t e d  by McLennan 
a n d  L e e s ,  197 8 ). The low  a c t i v i t y  c o u p l e d  w i t h  t h e  s m a l l  d i f f e r e n c e  
i n  a m p l i t u d e  b e t w e e n  t h e  z e n i t h  and n a d i r  o f  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
i s  p r o b a b l y  a m a j o r  f a c t o r  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  c o n t r o v e r s y  a s  t o  
w h e t h e r  o r  n o t  i t  h a s  a c i r c a d i a n  r h y t h m .  The r h y t h m  c o u l d  e a s i l y  be 
m i s s e d ,  e s p e c i a l l y  i f  t h e  t e c h n i q u e  c h o s e n  f o r  a s s a y  i s  n o t  a v e r y  
s e n s i t i v e  one .  Some of  t h e  i n v e s t i g a t o r s  who r e p o r t e d  n e g a t i v e  
r e s u l t s  h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  a c t i v i t y  i n  e n z y m a t i c  p r e p a r a t i o n s  f r o m  
t h e  w h o l e  b r a i n .  Though t h e  r e s u l t s  f o u n d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  
p h a s e  o f  t h e  rh y t h m  i s  s i m i l a r  i n  t h e  l a r g e s t  b r a i n  a r e a s  e x a m i n e d  
( c o r t e x ,  b r a i n s t e m  and s t r i a t u m )  t h e  a c t i v i t y  i n  o t h e r  a r e a s  n o t  
i n c l u d e d  e .g.  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  c e r e b e l l u m  a n d  o l f a c t o r y  l o b e s  may 
n o t  c o i n c i d e  so  c l o s e l y .  T h i s  p r o b a b l y  a l s o  e x p l a i n s  t h e  l a c k  o f  
an y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t u r n o v e r  o f  5HT b e t w e e n  m i d - d a y  a n d
136
m i d - n i g h t  i n  t h e  w h o l e  b r a i n  ( t a b l e  3 ) .  S e c o n d l y ,  some a r e a s  s u c h  a s  
t h e  c e r e b e l l u m  o r  c o r p u s  c a l l o s u m  p o s s e s s  l i t t l e  o r  no a c t i v i t y  a n d  
t h u s  d i l u t i o n  f a c t o r  may be c o n s i d e r a b l e  when  s u c h  a r e a s  a r e  i n c l u d e d  
i n  t h e  w h o l e  b r a i n  a s s a y s .  P r e s u m a b l y  t h i s  w o u l d  t e n d  t o  l i m i t  t h e  
d e t e c t i o n  o f  a  s m a l l  rh y th m  i n  a  l c w - a c t i v i t y  enzyme.
The i n t r i g u i n g  q u e s t i o n  s t i l l  r e m a i n s  t o  be  a n s w e r e d :  how t o  
a c c o u n t  f o r  t h e  a c t i v i t y  rh y t h m  o f  T r y - C H a s e ?  T h a t  o f  t h e  p i n e a l  
enzyme h a s  b e e n  m o r e  t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d  t h a n  t h a t  i n  t h e  r e s t  
o f  t h e  b r a i n .  Ample e v i d e n c e  l i n k s  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  a d r e n e r g i c  
s y s t e m  i n  t h i s  p r o c e s s .  I n t e r r u p t i o n  o f  t h e  a d r e n e r g i c  i n p u t  by u s e  o f  
p r o p r a n o l o l ,  a 0 - a d r e n e r g i c  b l o c k e r  o r  by b i l a t e r a l
g a n g l i o n e c t o m i z a t i o n  a b o l i s h e s  t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  of  p i n e a l  T r y -  
OHase ( T o r u  e t  a l ,  197 9; S i t a r a m  an d  L e e s ,  19 84; S h i b u y a ,  T oru  a n d  
W a t a n a b e ,  197 8 ). I t  i s  n o t  known w h e t h e r  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  
o p e r a t e s  i n  t h e  b r a i n .
The a v a i l a b i l i t y  o f  BH^, L -T r y  an d  m o l e c u l a r  o x y g en ,  [ O2 ] o r  t h e  
m e c h a n i s m  of  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  en zyme may a l s o  c o n t r i b u t e  t o  
t h e  o v e r t  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  5HT s y n t h e s i s .  As m e n t i o n e d  a b o v e ,  i t  
i s  n o t  known w h e t h e r  t h e  r e g e n e r a t i o n  o f  BH^ o r  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  
[ 0 2 ] a r e  r h y t h m i c .  A n o t h e r  p o s s i b l e  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  r e g u l a t i o n  
o f  T ry -Q H ase  a c t i v i t y  i s  t h e  way t h e  c o - s u b s t r a t e s  i n t e r a c t  w i t h  a n d  
a l t e r  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  enzyme.  Katz  (19 80) f o u n d  t h a t  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n  o f  L - T r y  i n  t h e  b r a i n  l e d  t o  a f a l l  i n  Km o f  T ry -O H ase  
f o r  0 2 and s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  may be a n  a l t e r n a t i v e  m ech a n i s m  by 
w h i c h  L -T r y  i n c r e a s e s  5HT s y n t h e s i s  w i t h o u t  n e c e s s a r i l y  i n v o l v i n g  
s a t u r a t i o n  o f  t h e  enzyme.
A p a r t  f r o m  t h e  c o - s u b s t r a t e  f a c t o r s ,  t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  5HT
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s y n t h e s i s  c o u l d  a l s o  be due t o  c h a n g e s  i n  t u r n o v e r  of  T ry - Q H ase ,  i . e .  
i t s  r a t e s  o f  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n .  Or i t  may ev en  be due t o  a n  
a l t e r a t i o n  o f  i t s  a f f i n i t y  f o r  one  o r  m o r e  o f  t h e  c o - s u b s t r a t e s  
w i t h o u t  n e c e s s a r i l y  a n y  c h a n g e  i n  s y n t h e s i s  o f  new en zyme .  S i t a r a m  
a n d  L e e s  (197 8 ) f o u n d  t h a t  i t s  a c t i v i t y  rh y t h m  c o u l d  be a b o l i s h e d  i f  
t h e  r a t s  r e c e i v e d  c y c l o h e x i m i d e  i n j e c t i o n  3 0  m i n  b e f o r e  l i g h t s  w e r e  
s w i t c h e d  o f f .  They c o n c l u d e d  t h a t  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  
w a s  due t o  s y n t h e s i s  o f  new enzym e .  T o ru  e t  a l . ,  (197 9) w h i l e  
s t u d y i n g  t h e  s a m e  p h en o m e n o n  a l s o  r e a c h e d  s i m i l a r  c o n c l u s i o n s .  A g a in  
t h e s e  d a t a  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  w i t h  t h e  p i n e a l  en zyme a n d  i t  i s  n o t  
c l e a r  i f  t h e  s am e  h o l d s  t r u e  i n  t h e  b r a i n .
A n o t h e r  l i n e  o f  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  c h a n g e s  i n  s y n t h e s i s  o f  
T ry - C H as e  i s  a  v e r y  u n l i k e l y  c a u s e ,  t o  s a y  t h e  l e a s t ,  f o r  i t s  
a c t i v i t y  r h y t h m .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  c y c l o h e x i m i d e  (2 m g / k g  i . p . )  t o  
r a t s  24 h o u r s  b e f o r e  s a c r i f i c e  r e s u l t e d  i n  a l o s s  o f  2 Cfc i n  i t s  
a c t i v i t y  ( R e n s o n ,  19 73) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i t  h a s  a r e l a t i v e l y  l o n g  
h a l f - l i f e .  T h i s  i s  i n d i r e c t l y  s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a 
l o n g  p e r i o d  i s  n e c e s s a r y  f o r  t o t a l  r e c o v e r y  a f t e r  ^ n  v i v o  PCPA 
a d m i n i s t r a t i o n .  A h a l f - l i f e  of  2.5 d a y s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e  
s p i n a l  c o r d  enz y m e  (Meek a n d  N e f f ,  1972,  q u o t e d  by Ren son ,  1973).  I f  
t h i s  i s  t r u e  t h e n  i t  b e c o m e s  d i f f i c u l t  t o  j u s t i f y  t h e  c l a i m  t h a t  
s y n t h e s i s  o f  new en z y m e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  
i t s  a c t i v i t y .  The s y n t h e s i s  o f  new enzyme and  i t s  a x o n a l  f l o w  from  
t h e  c e l l  body t o  t h e  t e r m i n a l s  w o u l d  b o t h  be t o o  s l o w .  I t  w o u l d  
a p p e a r  t h a t  t h e  m o s t  l i k e l y  m ech a n i sm  may i n v o l v e  a n  a l t e r a t i o n  i n  
t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  enzym e  a n d  I  s h a l l  now r e v i e w  some e v i d e n c e  i n  
s u p p o r t  o f  t h i s  v i e w .
S e v e r a l  l i n e s  o f  i n v e s t i g a t i o n s  p o i n t  t o  t h e  e x i s t e n c e  of a
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m e c h a n i s m  f o r  a c t i v a t i o n  o f  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  o f  T ry -QHas e _in v i v o  
i n d e p e n d e n t l y  o f  a n y  p a r a l l e l  c h a n g e s  i n  t h e  l e v e l s  o f  L -T r y  o r  t h e  
o t h e r  s u b s t r a t e s ,  and t h a t  t h i s  p r o c e s s  i s  r e l a t e d  t o  c h a n g e s  i n  
i m p u l s e  f l o w  down t h e  s e r o t o n e r g i c  p a t h w a y s .  I n h i b i t i o n  o f  o n - g o i n g  
i m p u l s e s  by l e s i o n s  o f  m i d - b r a i n  r a p h e  n u c l e i  o r  a c u t e  t r a n s e c t i o n  
o f  t r a c t s  c a r r y i n g  a s c e n d i n g  o r  d e s c e n d i n g  5HT f i b r e s  r e d u c e  
s y n t h e s i s  o f  5HT (K e h r  an d  S p e c k e n b a c h ,  197 8 ) .  I n  c o n t r a s t ,  
e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  h a s  b e e n  show n  t o  
l e a d  t o  i n c r e a s e  i n  s y n t h e s i s  o f  5HT, a g a i n  w i t h o u t  an y  c h a n g e  i n  L-  
T ry  l e v e l s  ( H e r r ,  G a l l a g e r  a n d  R o t h ,  197 5).  H ow ever ,  a t t e m p t s  t o  
d e m o n s t r a t e  i n  v i t r o  any i n c r e a s e  i n  T ry -O H ase  a c t i v i t y  due  t o  t h i s  
t r e a t m e n t  h a v e  b e e n  u n s u c c e s s f u l ,  p r o b a b l y  due t o  a l o s s  o f  t h e  
i n c r e a s e d  a c t i v i t y  b e c a u s e  o f  t e c h n i c a l  p r o b l e m s  a n d  t h e  t i m e  t h a t  
e l a p s e s  d u r i n g  e x t r a c t i o n  a n d  a s s a y  o f  t h e  enzy me ( B o u r g o i n  e t  a l ,
19 80, q u o t e d  by Ham on  e t  a l . ,  19 81a,b .  T h i s  p r o b l e m  h a s  p a r t l y  b e e n  
o v e r c o m e  by p e r f o r m i n g  e x p e r i m e n t s  u s i n g  b r a i n  s l i c e s  o r  s y n a p t o s o m a l  
p r e p a r a t i o n s .  I n c u b a t i o n s  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  e i t h e r  i n
2 +d e p o l a r i s i n g  c o n d i t i o n s ,  i n  p r e s e n c e  of  d i b u t y r y l  c y c l i c  AMP, Ca* , 
t r y p s i n ,  a n i o n i c  d e t e r g e n t s  o r  p h o s p h o r y l a t i n g  c o n d i t i o n s  a l l  
i n c r e a s e  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -QHase .  H o w ev er ,  t h e  a c t i v i t y  i s  
d e c r e a s e d  i f  c a l m o d u l i n  a n t a g o n i s t s  a r e  i n c l u d e d  i n  t h e  i n c u b a t i o n  
m ed ium .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  a c y c l i c  A M P -d ep en d en t  
a n d  Ca2 +- C a l m o d u l i n - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  s y s t e m  f o r  a c t i v a t i n g  
Try-OHase ( N a g a t s u ,  H i r a t a  a n d  S a w a d a ,  198 5 ;  M e s s r i p o u r  a n d  C l a r k ,  
1 9 8 5 ;  Hamon e t  a l . ,  1 9 81a.  B o a d l e - B i b e r ,  197 8 ) a n d  t h a t  t h e  p r o c e s s  may 
i n v o l v e  p h o s p h o r y l a t i o n  (Kuhn e t  a l . ,  1980 a;  Yamauchi  an d  F u j i s a w a  
197 9) l e a d i n g  t o  a l o s s  o f  a r e g u l a t o r y  p o l y p e p t i d e  s u b u n i t  (Hamon e t
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a l . ,  1 9 8 1 a ) .
T h e r e  i s  c u r r e n t l y  no e v i d e n c e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  t h i s  
m e c h a n i s m  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  a s  a p o s s i b l e  m e a n s  o f  r e g u l a t i n g  t h e  
c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  T ry -C H ase  a c t i v i t y .  S i n c e  t h i s  m e c h a n i s m  c a n  be 
d e m o n s t r a t e d  a c u t e l y  a n d  h a s  b e e n  sho wn t o  o c c u r  JLn v i v o , i t  i s  n o t  
u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  i t  may a t  l e a s t  be p a r t l y  i n v o l v e d .  I n  
f a c t  r e c e n t  e v i d e n c e  shows t h a t  c y c l i c  A M P -d ep e n d en t  a n d  Ca2+-  
C a l m o d u l i n - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e s  c o - e x i s t  w i t h  T ry -C H ase  i n  t h e  
s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s ,  Saw ada  e t  a l ,  (1 9  85) o b s e r v e d  a s i g n i f i c a n t  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  c y c l i c  A M P -dependen t  p r o t e i n  
k i n a s e  a n d  T r y - C H a s e  i n  t h e  r a t  raphe,  a n d  f o u n d  t h a t  p r e - t r e a t m e n t  
o f  r a t s  w i t h  5 , 7 - d i  h y d r o x y  t r y  p t  a m i n e  l e d  t o  a  f a l l  i n  t h e  a c t i v i t i e s  
o f  t h e  t w o  en z y m e s .  The a c t i v i t y  Ca2+- c a l m o d u l i n  d e p e n d e n t  p r o t e i n  
k i n a s e  d i s a p p e a r e d  a l t o g e t h e r  i n  t h e  d r u g  t r e a t e d  r a t s .
F u r t h e r m o r e ,  t h e r e  a r e  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  t h e  p r e s e n c e
O
o f ^ c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  t h e  f i r i n g  r a t e  o f  t h e  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  i n  
t h e  CNS. I n o u y e  a n d  Kawamura (197 9) f o u n d  t h a t  m u l t i p l e  u n i t  
a c t i v i t y  r e c o r d e d  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l l y  i n  s e v e r a l  a r e a s  o f  t h e  r a t  
b r a i n  ( e . g .  c a u d a t e  n u c l e u s ,  d o r s a l  a n d  m e d i a n  r a p h e  m i d - b r a i n ,  
h i p p o c a m p u s  e t c )  h a d  a h i g h e r  a c t i v i t y  i n  t h e  d a r k  t h a n  t h e  l i g h t  
p e r i o d ,  e x c e p t  i n  t h e  s u p r a  c h i a s m a t i c  n u c l e u s  (SCN) w h e r e  t h e r e  w a s  a 
t e n d e n c y  t o w a r d  a d a y t i m e  maximum.
On t h e  b a s i s  o f  a v a i l a b l e  e v i d e n c e ,  I  t h e r e f o r e  o f f e r  t h e  
f o l l o w i n g  a s  a  s p e c u l a t i v e  m e c h a n i s m  c o n t r o l l i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  T r y -  
QHase: a n  i n c r e a s e  i n  t o n i c  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  s e r o t o n e r g i c  
n e u r o n e s  a t  t h e  o n s e t  o f  d a r k n e s s  bey o n d  a c e r t a i n  t h r e s h o l d  
a c t i v a t e s  e i t h e r  one  o r  b o t h  o f  t h e  t w o  p r o t e i n  k i n a s e s  d e s c r i b e d  
a b o v e ,  w h i c h  i n  t u r n  a c t i v a t e s  T ry -CH ase  by p h o s p h o r y l a t i o n .  The
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d e c r e a s e  i n  t h e  i m p u l s e  f l o w  f o l l o w i n g  t h e  o n s e t  o f  l i g h t  r e v e r s e s  
t h e  e q u i l i b r i u m ,  l e a d i n g  t o  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  T ry -Q H ase t h e r e b y  
d i m i n i s h i n g  i t s  a f f i n i t y ,  h e n c e  i t s  a c t i v i t y .  T h i s  i s  a n  a r e a  w h i c h  
o b v i o u s l y  r e q u i r e s  f u r t h e r  s t u d y .
As d i s c u s s e d  e a r l i e r ,  t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  t i s s u e  l e v e l s  o f  
5HT i n  t h e  b r a i n  d o e s  n o t  t a l l y  w i t h  t h a t  o f  i t s  r a t e  o f  s y n t h e s i s .  
The c i r c a d i a n  rh y t h m  o f  t h e  p i n e a l  5HT c o n c e n t r a t i o n  en z y m e  h a s  b e e n  
e x p l a i n e d  by t h e  a r g u m e n t  t h a t  i t  i s  a r e s p o n s e  t o  t h e  r h y t h m  o f  N- 
a c e t y l t r a n s f e r a s e  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 .8 ) .  No su ch  s a t i s f a c t o r y  
e x p l a n a t i o n  h a s  y e t  b e e n  o f f e r e d  f o r  t h e  b r a i n  5HT r h y t h m ,  t h o u g h  i t  
i s  m o s t  l i k e l y  t o  be r e l a t e d  t o  i t s  r a t e s  o f  s y n t h e s i s  a n d  
u t i l i z a t i o n .  R a t s ,  m i c e  a n d  o t h e r  r o d e n t s  ( f r o m  w h i c h  m o s t  d a t a  h a v e  
b e e n  o b t a i n e d )  b e i n g  n o c t u r n a l  a n i m a l s ,  a r e  m a i n l y  a c t i v e  i n  t h e  
d a r k .  R e p o r t s  a b o u n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  c i r c a d i a n  r h y t h m s  o n  
d r i n k i n g ,  e a t i n g  a n d  l o c o m o t o r  a c t i v i t y  w h i c h  a l l  p e a k  i n  t h e  d a r k .  
M e a s u r e m e n t  o f  5HIAA b y  ^ n  v i v o  v o l t a m m e t r y ,  a s  c i t e d  a b o v e ,  sh o w s  
t h a t  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i s  h i g h e s t  i n  t h e  d a r k  a n d  t h a t  i t s  r h y t h m  i s  
s u p e r i m p o s a b l e  o n  t h a t  o f  l o c o m o t o r  a c t i v i t y .  Though t h e  u se  o f  
5HIAA a s  a n  i n d e x  o f  r e l e a s e  an d  u t i l i z a t i o n  o f  5HT i s  c o m p l i c a t e d  
b e c a u s e  i t  may p a r t l y  r e s u l t  f r o m  m e t a b o l i s m  o f  5HT r e l e a s e d  i n  t h e  
c y t o p l a s m  (W o l f ,  Youdim and Kuhn, 19 85;  Kuhn, W o l f  an d  Youdim,  19 8 6 ) 
i n d i c a t i o n s  a r e  t h a t  i t  i s  m a i n l y  due t o  s y n a p t i c  r e l e a s e  ( M a r t i n  an d  
M ar sd e n ,  1985 ) .  I f  t h e s e  a r g u m e n t s  a r e  a c c e p t e d  t o  be t r u e ,  t h e y  
s u g g e s t  t h a t  r e l e a s e  a n d  u t i l i z a t i o n  o f  5HT i s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t o  
m e e t  t h e  demands  o f  awake  an d  a c t i v e  a n i m a l s  a t  t h i s  t i m e  of  t h e  
l i g h t - d a r k  c y c l e .  Thus ,  a l t h o u g h  i t s  s y n t h e s i s  i s  a l s o  e n h a n c e d ,  i t  
i s  p r o b a b l y  o u t s t r i p p e d  by u t i l i z a t i o n .  The r e v e r s e  w o u l d  h o l d
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d u r i n g  t h e  l i g h t  w h e n  t h e  a n i m a l s  a r e  l e a s t  a c t i v e  a n d  m a i n l y  r e s t i n g
o r  a s l e e p .  Though t h e  s y n t h e t i c  r a t e  i s  d e c r e a s e d ,  i t s  u t i l i z a t i o n
i s  a l s o  d i m i n i s h e d  a n d  t h i s  a l l o w s  i t  t o  a c c u m u l a t e  s l o w l y  i n  t h e
s t o r a g e  g r a n u l e s ,  r e a c h i n g  i t s  maximum l e v e l  t o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e
l i g h t  ,p h a s e .  T h i s  a r g u m e n t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  by B o a d l e - B i b e r  (1982 )
a n d  i t  a p p e a r s  t o  be  t h e  m o s t  a t t r a c t i v e  m e c h a n i s m  f o r  g e n e r a t i n g  t h e
to
c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  5-HT l e v e l s .  I t  i s  c o n t r i b u t e d j ^ L n  d i f f e r i n g  
d e g r e e s  by s y n t h e s i s ,  r e l e a s e  a n d  u t i l i z a t i o n  o f  5HT.
H a v i n g  d i s c u s s e d  t h e  d i u r n a l  r h y t h m  o f  5-HT s y n t h e s i s ,  t h e  
p o s s i b l e  m e c h a n i s m  o f  i t s  g e n e r a t i o n  a n d  i t s  r o l e  i n  t h e  
p h y s i o l o g i c a l  r e g u l a t i o n  o f  t h e  d i u r n a l  r h y t h m  o f  5HT c o n c e n t r a t i o n  
i n  t h e  CNS, I  s h a l l  now p r o c e e d  t o  d e a l  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n  w i t h  t h e  
e f f e c t s  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  m a n i p u l a t i o n  w i t h  a n t i d e p r e s s a n t  d r u g s .
5 .2 .  THE EFFECTS OF ANTIDEPRESSANTS ON THE REGULATION OF 
CIRCADIAN RHYTHM OF 5HT SYNTHESIS
M ixed  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s  o n  
t h e  a c t i v i t y  o f  Try -O H ase  a n d  t u r n o v e r  o f  5HT. T h ese  a r e  d e s c r i b e d  
i n  d e t a i l  i n  t h e  r e s u l t s  s e c t i o n .  B r i e f l y ,  p a r o x e t i n e ,  c l o m i p r a m i n e  
a n d  m i a n s e r i n  h a d  no e f f e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -OHase a c u t e l y ,  b u t  
o n  c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n ,  c l o m i p r a m i n e  a n d  m i a n s e r i n  s i g n i f i c a n t l y  
i n c r e a s e d  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  a t  b o t h  m i d - d a y  a n d  m i d - n i g h t .  The 
e f f e c t s  o f  b o t h  a c u t e  a n d  c h r o n i c  c l o m i p r a m i n e  on t h e  t u r n o v e r  o f  5HT 
w e r e  g e n e r a l l y  m o re  c o n s i s t e n t  t h a n  t h o s e  o f  e i t h e r  m i a n s e r i n  o r  
p a r o x e t i n e .  What f o l l o w s  i s  a n  a t t e m p t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e s e  e f f e c t s  
a s  f a r  a s  p o s s i b l e  f r o m  t h e  s t a n d p o i n t  of  known p h a r m a c o l o g i c a l  
a c t i o n s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s  o n  t h e  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s .
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5 . 2 . 1 .  A c u t e  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s
I t  h a s  b e e n  shown by u se  o f  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  o f  a s s a y  t h a t  
c l o m i p r a m i n e  c o n s i s t e n t l y  d e c r e a s e s  t u r n o v e r  of  5HT o n  a c u t e  
a d m i n i s t r a t i o n  (M a rc o  a n d  Meek, 197 9; Van W i j k ,  M e i s c h  a n d  K or f ,
1 9 7 7 ;  N e c k e r s  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  C l o m i p r a m i n e ,  a s  e x p l a i n e d  e a r l i e r  i n  
C h a p t e r  F o u r ,  i s  a  p o w e r f u l  r e u p t a k e  b l o c k e r  o f  5HT a n d  o t h e r  
m o n o a m i n e s  a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s  a n d  t h e  a c u t e  e f f e c t s  o b s e r v e d  o n  
t u r n o v e r  c a n  be a d e q u a t e l y  a c c o u n t e d  f o r  o n  t h i s  b a s i s .  The r a i s e d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT a t  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  a c t i v a t e s  p o s t - s y n a p t i c  
s e r o t o n e r g i c  r e c e p t o r s  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t r a n s m i s s i o n  a l o n g  t h e  
s e r o t o n e r g i c  p a t h w a y s .  S i n c e  t h e  a b n o r m a l l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  
5HT c a u s e s  a g r e a t e r  b o m b a r d m e n t  o n  t h e  p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r s  
b e y o n d  t h e  t h r e s h o l d  f o r  n o r m a l  s y n a p t i c  t r a n s m i s s i o n ,  t h e  f e e d b a c k  
l o o p s  t o  t h e  c e l l - b o d y  a r e  a l s o  a c t i v a t e d .  The n e g a t i v e  f e e d b a c k  i s  
a l s o  b e l i e v e d  t o  be  m e d i a t e d  by p r e - s y n a p t i c  5HT a u t o r e c e p t o r s .  Th e 
r e s u l t  i s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  f i r i n g  r a t e  o f  t h e  n e u r o n s ,  w h i c h  i n  t u r n
r e d u c e s  t u r n o v e r  o f  5HT a n d  i t s  r e l e a s e  a t  t h e  n e r v e  e n d i n g s .  The
r e s u l t  o f  a c u t e  c l o m i p r a m i n e ,  w h i c h  w a s  a  d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  a t  
b o t h  m i d - d a r k  a n d  m i d - l i g h t ,  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  m e c h a n i s m .  The 
r e g u l a t o r y  p o i n t  a t  w h i c h  t h i s  m e c h a n i s m  i s  e x e r t e d  i s  m o s t  l i k e l y  t o  
be a t  t h e  T ry -QHas e ,  a s  d i s c u s s e d  e a r l i e r .  The d e c r e a s e  i n  t h e  
f i r i n g  r a t e  o f  t h e  n e u r o n s  due t o  t h e  n e g a t i v e  f e e d b a c k  e f f e c t  w o u l d  
be a n a l o g o u s  t o  t h e  i n t e r r u p t i o n  o f  t h e  i m p u l s e  f l o w ,  a l s o  d i s c u s s e d  
e a r l i e r .  A d e c r e a s e  i n  t h e  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  of  Try-OHase  ( p r o b a b l y
a ch a n g e  i n  v max o r  ) w o u ld  be e x p e c t e d .  C l o m i p r a m i n e  h a s  a l s o
b ee n  show n t o  d e c r e a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L -T r y  i n  t h e  f o r e b r a i n  
( N e c k e r s  e t  a l . ,  1977) a n d  t h i s  may be a n o t h e r  m e ch a n i s m  by w h i c h  i t  
r e d u c e d  5HT t u r n o v e r .  The o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r
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o c c u r r e d  t o  t h e  sam e e x t e n t  a t  t h e  t w o  t i m e  p o i n t s  o f  t h e  l i g h t / d a r k  
c y c l e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  of  t h e  s y n t h e t i c  r e g u l a t o r y  
m e c h a n i s m  t o  t h e  e f f e c t  o f  c l o m i p r a m i n e  i s  p r o b a b l y  i n d e p e n d e n t  o f  
t i m e  o f  day.  When t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enz y m e  was  d e t e r m i n e d  _in v i t r o  
( w h i c h  i s  e x p e c t e d  t o  d e t e c t  c h a n g e s ,  i f  any,  on  i t s  i n t r i n s i c  
a c t i v i t y )  t h e r e  w a s  no n o t i c e a b l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  d r u g - t r e a t e d  a n d  
c o n t r o l s  a t  b o t h  o f  t h e  t w o  t i m e s  o f  day.  T h i s  w a s  a l s o  t h e  c a s e  
w i t h  t h e  o t h e r  t w o  a n t i d e p r e s s a n t s ,  m i a n s e r i n  a n d  p a r o x e t i n e .  The 
r e a s o n s  f o r  t h i s  a r e  u n c l e a r ,  t h o u g h  i t  c o u l d  be t h a t  t h e  t e c h n i q u e  
u s e d  f o r  e n z y m a t i c  a s s a y  w a s  n o t  s e n s i t i v e  e n o u g h  t o  d e t e c t  a n y  
c h a n g e s .  A l t e r n a t i v e l y ,  a s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  any 
c h a n g e s  i n d u c e d  a r e  p r o b a b l y  l o s t  d u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  a s s a y .  
I n c u b a t i o n  o f  p a r o x e t i n e  w i t h  t h e  en zyme p r e p a r a t i o n  a l s o  f a i l e d  t o  
p r o d u c e  a n y  d e t e c t a b l e  e f f e c t .
P a r o x e t i n e  i s  a m o r e  s e l e c t i v e  5HT r e u p t a k e  b l o c k e r  a t  t h e  n e r v e  
e n d i n g s  t h a n  i s  c l o m i p r a m i n e  a n d  t h e r e f o r e  t h e  r e s u l t  o f  a c u t e  
a d m i n i s t r a t i o n  on t u r n o v e r  o f  5HT i s  e x p e c t e d  t o  be s i m i l a r  t o  t h o s e  
o b s e r v e d  w i t h  c l o m i p r a m i n e .  The sam e f e e d b a c k  m e c h a n i s m  w o u l d  be  
e x p e c t e d  t o  a p p l y .  Ho we ver ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  show a s i g n i f i c a n t  
d e c r e a s e  o n l y  a t  m i d - d a r k .  W h i l e  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  d o s e  o f  
p a r o x e t i n e  u s e d  ( 2 0  m g /k g )  may n o t  h a v e  b e e n  enough  t o  i n d u c e  a 
d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  i n  m i d l i g h t  a s  w e l l ,  i t  c o u l d  a l s o  be 
i n t e r p r e t e d  t o  m ean  t h a t  t h e  s y n t h e t i c  a c t i v i t y  a t  m i d - d a r k  i s  m o r e  
s u s c e p t i b l e  t h a n  t h a t  a t  m i d l i g h t  t o  t h e  d r u g  e f f e c t .  T h a t  t h e  sam e  
w a s  n o t  d i s c e r n i b l e  w i t h  c l o m i p r a m i n e  i s  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e  e f f e c t  
o f  a s i m i l a r  d o s e  o f  c l o m i p r a m i n e  was  g r e a t e r  a n d  t h u s  r e d u c e d  
t u r n o v e r  a t  b o t h  t h e  t w o  t i m e  p o i n t s .  Pu t  a n o t h e r  way,  a g i v e n  d o s e
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o f  c l o m i p r a m i n e  p r o b a b l y  e x e r t s  a  m o r e  p o w e r f u l  e f f e c t  on  t h e  
s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  t h a n  a s i m i l a r  d o s e  of  p a r o x e t i n e .
T h e  d o s e  o f  m i a n s e r i n  a d m i n i s t e r e d  ( 2 0  m g / k g  i . p . )  w as  w i t h o u t  
a n y  e f f e c t  o n  t u r n o v e r  a t  t h e  tw o  t i m e s  o f  day.  R e p o r t s  a l s o  e x i s t  
i n  t h e , l i t e r a t u r e  o f  t h e  f a i l u r e  o f  m i a n s e r i n  t o  a l t e r  5HT t u r n o v e r  
o n  a c u t e  o r  c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  ( K a f o e ,  De R i d d e r  a n d  L e o n a r d ,  
1 9 7 6 ) .  I t  i s  known t h a t  m i a n s e r i n  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  
r e u p t a k e  m e c h a n i s m  a t  t h e  n e r v e  t e r m i n a l s  a n d  t h e r e f o r e  h a s  n o  e f f e c t  
o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5HT o r  an y  o t h e r  m o n o a m i n e s  a t  t h e  n e r v e  
e n d i n g s .  S i n c e  t h e  n e g a t i v e  f e e d b a c k  m e c h a n i s m  w o u l d  n o t  be  
a c t i v a t e d ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  t h e o r y .
5 .2  . 2 .  E f f e c t s  o f  c h r o n i c  a n t i d e p r e s s a n t s
As d i s c u s s e d  e a r l i e r  i n  s e c t i o n  4 . 2 ,  c h r o n i c  t r e a t m e n t  
w i t h  a n t i d e p r e s s a n t s  l e a d  t o  a d a p t a t i o n  a n d  s e n s i t i z a t i o n  o f  
t h e  s e r o t o n e r g i c  s y s t e m  r e s u l t i n g  i n  m o r e  c o m p l i c a t e d  e f f e c t s  
on  s y n t h e s i s  a n d  t u r n o v e r  o f  5HT t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  i n  a c u t e  
s t u d i e s .
C l o m i p r a m i n e  a g a i n  gav e  m o r e  c o n s i s t e n t  r e s u l t s  t h a n  t h e  o t h e r  
t w o  a n t i d e p r e s s a n t s .  I t  i n c r e a s e d  t u r n o v e r  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  Try^ 
OHase i n  t h e  b r a i n s t e m .  The e f f e c t s  w e r e  e x p r e s s e d  w i t h o u t  any  
q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  tw o  t i m e s  o f  day.  W h i l e  s e v e r a l  
r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  show t h a t  c h r o n i c  c l o m i p r a m i n e  h a s  no 
e f f e c t  o n  5HT t u r n o v e r  (M a r c o  a n d  Meek, 197 9;  S u g r u e ,  1980),  some 
h a v e  r e c o r d e d  a d e c r e a s e d  t u r n o v e r  (Van W i j k ,  M e i s c h  and Korf ,  197 7) .  
The u s u a l  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  b e c a u s e  of  a d a p t a t i o n  o f  r e c e p t o r s  
m e d i a t i n g  n e g a t i v e  f e e d b a c k  m e c h a n i s m ,  t h e  d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  
o b s e r v e d  on  a c u t e  c l o m i p r a m i n e  d i s a p p e a r s  a f t e r  c h r o n i c
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a d m i n i s t r a t i o n .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  w i t h  c h r o n i c  
c l o m i p r a m i n e  s u g g e s t  t h a t  t h i s  h a s  o c c u r r e d ,  f o l l o w e d  by a
r e b o u n d  i n  t u r n o v e r  r a t e .  The r e c e p t o r s  h a v e  m o s t  l i k e l y  b e e n  
d e s e n s i t i z e d  l e a d i n g  t o  a r e v e r s a l  o f  t h e  n e g a t i v e  f e e d b a c k  
a n d  h e n c e  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  5HT t u r n o v e r  a n d  a c t i v i t y  o f  
Try -O H ase .  I t  i s  i n d e e d  known t h a t  b o t h  t h e  t r i c y c l i c  a n d  t h e  
' a t y p i c a l '  a n t i d e p r e s s a n t s  d e s e n s i t i z e  5HT a u t o r e c e p t o r s  (De 
M o n t i g n y ,  B l i e r  a n d  C h ap u t ,  1984) .  Thus  a p a r t  f r o m  i n c r e a s e d  
r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  5HT, i t s  r e l e a s e  i s  a l s o  p r o b a b l y  
e n h a n c e d .  The e q u i l i b r i u m  w o u l d  t h e r e f o r e  be e s t a b l i s h e d  a t  a 
h i g h e r  l e v e l  o f  5HT c o n c e n t r a t i o n  a t  t h e  s y n a p s e ,  l e a d i n g  t o  
a n  o v e r a l l  e n h a n c e m e n t  o f  t r a n s m i s s i o n  a l o n g  t h e  s e r o t o n e r g i c  
p a t h w a y s .  T h i s  a r g u m e n t  w o u l d  be  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  
monoamine d e f i c i e n c y  h y p o t h e s i s  o f  d e p r e s s i o n .
P a r o x e t i n e  d e c r e a s e d  t u r n o v e r  o f  5HT a t  m i d - l i g h t  i n  t h e  
b r a i n s t e m  w i t h  no  e f f e c t  a t  m i d - d a r k .  The d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  i n  t h e  
m i d - d a r k  o b s e r v e d  o n  a c u t e  a d m i n i s t r a t i o n  h a s  d i s a p p e a r e d ,  i m p l y i n g  
t h a t  t h e r e  h a s  b e e n  a n  a d a p t a t i o n  o f  r e l e v a n t  r e c e p t o r s  a s  e x p l a i n e d  
a b o v e .  T h es e  r e s u l t s ,  t a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h o s e  o f  t h e  a c u t e  
e f f e c t s ,  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  may be  a t i m e  o f  day d i f f e r e n c e  i n  
r e s p o n s e  t o  p a r o x e t i n e  a d m i n i s t r a t i o n  i n  t h e  b r a i n s t e m .  I t  h a d  no 
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  i n  t h e  c o r t e x  a t  t h e  tw o  t i m e s  o f  day.  I t  i s  n o t  
c l e a r  i f  t h i s  m eans  t h a t  t h e  jLn v i v o  s y n t h e s i s  o f  5HT i s  r e g u l a t e d  
d i f f e r e n t l y  a t  t h e  tw o  b r a i n  a r e a s .  The r e s u l t s  o f  c h r o n i c  
p a r o x e t i n e  a r e  c l e a r l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  o f  c l o m i p r a m i n e  
i n d i c a t i n g  t h a t  e f f e c t s  o t h e r  t h a n  r e u p t a k e  b l o c k a d e ,  p r o b a b l y  
i n v o l v i n g  r e c e p t o r  a f f i n i t y ,  n um ber  o r  s e n s i t i v i t y  may be m o r e
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i m p o r t a n t .  T h ese  a r e  d i s c u s s e d  b e lo w  i n  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  e f f e c t s  
o f  m i a n s e r i n .  T h ese  d i f f e r e n c e s  a r e  n o t  l i k e l y  t o  r e s u l t  f r o m  
i n s u f f i c i e n t  d o s a g e  b e c a u s e  t h e  d o s e  of  p a r o x e t i n e  u s e d  ( 1 0  m g / k g  OD) 
w a s  c h o s e n  a f t e r  i t  w a s  f o u n d  t h a t  7.5 m g / k g  BD l e d  t o  d e a t h s  i n  a 
s i g n i f i c a n t  nu m b er  o f  r a t s  a f t e r  t w o  w e e k s ,  a n  e v e n t  n o t  s e e n  w i t h  a 
s i m i l a r  d o s e  o f  c l o m i p r a m i n e .
C h r o n i c  m i a n s e r i n  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  
o f  T r y - C H a s e  i n  t h e  b r a i n s t e m  a t  t h e  t w o  t i m e s  o f  day.  I n  
c o n t r a s t ,  t h e  t u r n o v e r  w a s  d e c r e a s e d  i n  t h e  sam e  b r a i n  a r e a .
I n  t h e  c o r t e x ,  t h e  d e c r e a s e  i n  t u r n o v e r  w a s  d e t e c t a b l e  o n l y  a t  
m i d - d a r k ,  b u t  n o t  i n  t h e  m i d - l i g h t ,  a g a i n  s u g g e s t i n g  a 
d i f f e r e n c e  i n  t e m p o r a l  r e s p o n s e .  S u g r u e  (1 9 8 0 )  a n d  Kafoe,  De 
R i d d e r  an d  L e o n a r d  (1976)  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  c h r o n i c  m i a n s e r i n  
h a d  no e f f e c t  o n  5HT t u r n o v e r  i n  t h e  r a t  b r a i n .  S i m i l a r l y ,  t h e  
s am e  h a s  b e e n  f o u n d  i n  hu m an s  by m e a s u r e m e n t  o f  t h e  r a t e  o f  
a c c u m u l a t i o n  o f  5HIAA i n  CSF ( M e n d l e w i c z  e t  a l . ,  1982, q u o t e d  by 
W i l l n e r ,  1 9 8 5 ) .
M i a n s e r i n  i s  a  p o t e n t  b l o c k e r  of  o ^ - a u t o r e c e p t o r s ,  r e s u l t i n g  i n  
i n c r e a s e d  r e l e a s e  o f  NA a n d  h e n c e  a p o t e n t i a t i o n  o f  n o r a d r e n e r g i c  
n e u r o t r a n s m i s s i o n .  5HT r e l e a s e  i s  n o t  s o l e l y  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  
5HT a u t o r e c e p t o r s ,  b u t  i s  a l s o  i n f l u e n c e d  b y  o ^ - a u t o r e c e p t o r s  l o c a t e d  
o n  t h e  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  ( G o t h e r t  a n d  H u th  1 9 8 0 ) .  B l o c k a d e  of  
t h e s e  r e c e p t o r s  by m i a n s e r i n  w o u l d  l e a d  t o  i n c r e a s e  i n  5HT r e l e a s e ,  
t h e r e b y  e n h a n c i n g  t r a n s m i s s i o n  i n  s e r o t o n e r g i c  n e u r o n s  a s  w e l l .
T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f r o m  b e h a v i o u r a l  an d  
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  t h a t  c h r o n i c  m i a n s e r i n  l e a d s  t o  
s u p e r s e n s i t i v i t y  o f  5HT p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r s  ( B l i e r ,  de  M o n t ig n y  
a n d  T a r d i f ,  1984) a n d  i n  c o n t r a s t  t o  t r i c y c l i c  a n t i d e p r e s s a n t s ,  a l s o
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c a u s e s  s u p e r s e n s i t i v i t y  o f  p r e - s y n a p t i c  a j - a u t o r e c e p t o r s  ( S u g r u e ,
19 83,  q u o t e d  by P l n d e r ,  19 85).  B o t h  t h e s e  e f f e c t s  I n d i c a t e  a n  
I n c r e a s e  i n  s e r o t o n e r g i c  n e u r o t r a n s m i s s i o n .  Though t h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  f r o m  e x - v i v o  a s s a y  o f  T ry - O H as e  w o u l d  be c o n s i s t e n t  w i t h  
t h i s  v i e w ,  t h e  t u r n o v e r  r e s u l t s  s u g g e s t  t h e  o p p o s i t e .  The 
p r e d o m i n a n c e  o f  e i t h e r  o f  t h e s e  e f f e c t s  w o u l d  p r o b a b l y  be  d e p e n d e n t  
o n  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n s  by a d a p t a t i o n ,  d o w n r e g u l a t i o n  o r  
s e n s i t i z a t i o n  o f  t h e  s e v e r a l  p r e -  a n  p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r s  
i n v o l v e d .  I t  may a l s o  be n o t e d  i n  t h i s  c o n t e x t  t h a t  s e v e r a l  
i n c o n s i s t e n c i e s  e x i s t  i n  r e p o r t s  on  b i o c h e m i c a l  e f f e c t s  o f  
a n t i d e p r e s s a n t s  a n d  o t h e r  p s y c h o a c t i v e  d r u g s  o n  t h e  f u n c t i o n  o f  
m o n o a m i n e r g i c  s y s t e m .  F o r  e x a m p l e ,  a c u t e  c l o n i d i n e  d e p r e s s e s  t h e  
f i r i n g  r a t e  o f  5HT n e u r o n s  i n  t h e  l o c u s  c o e r u l e u s  (C edarbaum an d  
A g h a j a n i a n ,  1977)  a n d  r e d u c e s  s y n t h e s i s  a n d  t u r n o v e r  o f  5HT i n  t h e  
c o r t e x  ( R e i n h a r d  a n d  R o t h ,  19 82 ) .  But  s u r p r i s i n g l y ,  t h e  same 
t r e a t m e n t  I n c r e a s e s  t h e  a c t i v i t y  o f  T ry -C H as e  m e a s u r e d  _in v i t r o  
( W e e k l e y  e t  a l . ,  19 85 ) .  T h e s e  e f f e c t s  o f  c l o n i d i n e  a r e  a b o l i s h e d  i f  
t h e  r a t s  a r e  p r e - t r e a t e d  w i t h  6 - h y d r o x y d o p a m i n e  ( 6 -CHDA), s u g g e s t i n g  
t h a t  t h e y  a r e  m e d i a t e d  by c a t e c h o l  am i n e r g i c  p a t h w a y s .
I n  c o n c l u s i o n  t h e r e f o r e ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h i s  
s t u d y  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a d i u r n a l  r h y t h m  o f  
t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  h e n c e ,  p r e s u m a b l y ,  t h e  
r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s  i n  d i s c r e t e  a r e a s  o f  t h e  r a t  b r a i n .  An 
a t t e m p t  h a s  a l s o  b e e n  made  t o  h a r m o n i z e  t h i s  phenom enon  w i t h  
b o t h  t h e  d i u r n a l  r h y t h m s  o f  5HT c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  a c t i v i t y  
o f  5HT n e u r o n s  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  u n d e r  n o r m a l  
p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  The a d m i n i s t r a t i o n  o f
a n t i d e p r e s s a n t s ,  n a m e l y ,  c l o m i p r a m i n e ,  m i a n s e r i n  a n d  p a r o x e t i n e  h a d  
c o n s i d e r a b l e  t h o u g h  n o t  n e c e s s a r i l y  s i m i l a r  e f f e c t s  o n  t h e  
s e r o t o n e r g i c  s y s t e m ,  p r o b a b l y  r e f l e c t i n g  d i f f e r e n c e s  i n  p o t e n c i e s  a n d  
s p e c i f i c i t i e s  o f  t h e s e  d r u g s .  The d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  d r u g  e f f e c t s  
w a s  p e r f o r m e d  a t  o n l y  t w o  t i m e s  o f  d ay ,  n a m e l y ,  m i d - d a r k  a n d  m i d ­
l i g h t  o f  LD 1 2 :12 .  I t  i s  r e c o g n i z e d  t h a t  t h i s  d o e s  n o t  c l a i m  t o  
m e a s u r e  t h e  d r u g  e f f e c t s  o n  t h e  c i r c a d i a n  r h y t h m  o f  5HT s y n t h e s i s  a s  
s u c h .  The r e a s o n i n g  w a s  t h a t  s i n c e  t h e s e  t w o  p o i n t s  r e p r e s e n t  t h e  
n a d i r  a n d  t h e  z e n i t h  o f  t h e  r h y t h m  o f  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y ,  any 
m a r k e d  e f f e c t s  w o u l d  h o p e f u l l y  b e  m o r e  e a s i l y  d i s c e r n i b l e  a t  t h e s e  
p o i n t s .  I t  i s  t h e r e f o r e  n o t  p o s s i b l e  t o  s t a t e  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a n t i d e p r e s s a n t s  
p h a s e - d e l a y  c i r c a d i a n  r h y t h m s .  I t  w o u l d  be  n e c e s s a r y  t o  t a k e  s a m p l e s  
a t  a much g r e a t e r  f r e q u e n c y  f o r  t h e s e  e f f e c t s  t o  be d e t e c t a b l e .  T h i s  
p o i n t  s h o u l d  t h u s  be t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h en  i n t e r p r e t i n g  t h e  r e s u l t s  
o f  d r u g  e f f e c t s .  S e c o n d l y ,  i t  i s  known f r o m  c l i n i c a l  p r a c t i c e  t h a t  
n o r m a l  s u b j e c t s  r e s p o n d  t o  a n t i d e p r e s s a n t  m e d i c a t i o n  d i f f e r e n t l y  f r om  
d e p r e s s e d  p a t i e n t s .  I d e a l l y ,  a m o d e l  o f  a d e p r e s s e d  r a t  s h o u l d  
t h e r e f o r e  be u s e d  w h e n  t e s t i n g  t h e  e f f e c t s  o f  a n t i d e p r e s s a n t s .
S e v e r a l  a n i m a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  ( r e v i e w e d  by W i l l n e r ,  1984 ;  
J e s b e r g e r  a n d  R i c h a r d s o n ,  19 85).  Of a l l  t h e s e  m o d e l s ,  o n l y  t h e  one  
i n v o l v i n g  l e s i o n i n g  o f  t h e  o l f a c t o r y  l o b e s  l e a d s  t o  b i o c h e m i c a l ,  
b e h a v i o u r a l  an d  e n d o c r i n o l o g i c a l  e f f e c t s  t h a t  a r e  r e v e r s e d  by c h r o n i c  
b u t  n o t  a c u t e  a n t i d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  ( J e s b e r g e r  a n d  R i c h a r d s o n ,
19 8 6 ) .  B e c a u s e  of  i t s  s t r i k i n g  s i m i l a r i t y  t o  hum an d e p r e s s i o n ,  t h e s e  
a u t h o r s  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  m o d e l  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  v a l i d  o f  
a l l  t h e  o n e s  a v a i l a b l e .
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5 .3  .  SUGGESTIONS FOR FURTHER WORK
I n  t h e  c o u r s e  o f  p r e p a r a t i o n  o f  t h i s  t h e s i s ,  i t  b ec am e  c l e a r  
t h a t  some p o i n t s  r e q u i r e  f u r t h e r  e l u c i d a t i o n .  T h ese  a r e  h i g h l i g h t e d  
b r i e f l y  i n  t h i s  s e c t i o n .
As c o n c lu d e d  e a r l i e r ,  a  m a j o r  d i f f i c u l t y  i s  e n c o u n t e r e d  i n  
t r y i n g  t o  e x p l a i n  t h e  c a u s e  o f  t h e  c i r c a d i a n  rh y th m  o f  t r y p t o p h a n  
h y d r o x y l a s e ,  an d  h e n c e  t h e  r a t e  o f  5HT s y n t h e s i s .  F u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n  i s  n e e d e d  t o  c l a r i f y  w h e t h e r  o r  n o t  t h e r e  i s  a  
c i r c a d i a n  rh y th m  i n  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  [C^] a n d  t h e  r e d u c e d  f o r m  o f  
p t e r i d i n e  c o f a c t o r ,  t e t r a h y d r o b i o p t e r i n ,  i n  t h e  5HT n e u r o n s  o r  i n  
t h e  c o m p le x  m a n n e r  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  a n d  
i t s  s u b s t r a t e s .  S e c o n d l y ,  e v i d e n c e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  s u g g e s t  t h a t  
t h e r e  may e x i s t  a m e c h a n is m  f o r  a c t i v a t i o n  o f  t r y p t o p h a n  h y d r o x y l a s e  
i n v o l v i n g  t h e  s p o n t a n e o u s  f i r i n g  r a t e  o f  5HT n e u r o n s  a n d  o n e  o r  m o re  
o f  t h e  p r o t e i n  k i n a s e s .  S in c e  s e v e r a l  b i o c h e m i c a l  s t e p s  a r e  
o b v i o u s l y  i n v o l v e d  i n  t h i s  p r o c e s s ,  a s i g n i f i c a n t  d i u r n a l  rh y th m  i n  
an y  one  o f  them  may i n f l u e n c e  t h e  f i n a l  rh y th m  o f  t h e  enzym e. T h e se  
m a t t e r s  a r e  o n l y  s p e c u l a t i v e  a t  t h i s  s t a g e  a n d  f u r t h e r  s t u d i e s  i n  
t h i s  l i n e  a r e  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y .  T h i r d l y ,  a s  s u g g e s t e d  e a r l i e r ,  
a d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n  v i s - a - v i s  t h e  p h a s e  a d v a n c e  h y p o t h e s i s  o f  
d e p r e s s i o n  c a n  h o p e f u l l y  be o b t a i n e d  f r o m  a n t i  d e p r e s s a n t  t r e a t m e n t  i f  
t h e  e n z y m a t i c  a s s a y s  a r e  p e r f o r m e d  m o re  f r e q u e n t l y ,  s a y  a t  one  o r  tw o  
h o u r l y - i n t e r v a l s  o v e r  2 4 - h o u r  c y c l e .  F i n a l l y ,  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  
r e s u l t s  w i l l  be g r e a t l y  s t r e n g t h e n e d  i f  t h e  e x p e r i m e n t s  a r e  p e r f o r m e d  
u s i n g  a v a l i d  a n i m a l  m ode l  o f  d e p r e s s i o n .
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